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H O O F D S T U K 1 
INLEIDING 
1.1. 17/ DE NATUUR VOORKOMENDE EPIPOLYTHIODIOXOPIPERAZINES 
Het epipolythiodioxopiperazine* systeem _1 komt voor in 
een groot aantal natuurstoffen met antivirale, fungicide of 
antibakteriële aktiviteit . De oudste vertegenwoordiger van 
deze klasse van verbindingen is het gliotoxine, een meta-
boliet van verschillende Fungi Imperfeoti. Gliotoxine werd 
2 
voor het eerst geïsoleerd in 1936 door Weindling en Emerson 
uit de schimmel Triahoderma viride. De chemie van de ver-
binding werd uitvoerig bestudeerd door Johnson en medewer-
kers , die met behulp van brokstukken, ontstaan door che-
mische degradatie, wilden komen tot een struktuuropheldering 
van het gliotoxine. Aanvankelijk werd 2 als de struktuur 
4 
van het gliotoxine molekuul voorgesteld , totdat uiteinde-
lijk in 1958 door Johnson en Woodward de juiste struktuur 
3^  werd gepubliceerd. Deze werd later bevestigd door een 
röntgen-struktuur analyse6, waardoor ook de absolute konfi-
guratie der vier chirale centra - zoals in 3 aangegeven -
bekend werd. Bovendien bleek uit deze analyse, dat de zwavel-
atomen zich ruimtelijk dichter bij de aangrenzende carbonyl-
groep bevinden dan bij het naastgelegen stikstofatoom. Uit 
röntgen-struktuur analyses van andere epidithiodioxopiperazi-
*Met deze term wordt in dit proefschrift steeds bedoeld een 
2,5-dioxopiperazine ring, waarin de koolstofatomen 3 en 6 
verbonden zijn door een brug van zwavelaLomen. 
1 
le 
nes blijkt dat dit algemeen geldt , zodat deze voorstel-
ling verder steeds zal worden gebruikt. 
Sinds I960 is het aantal bekende verbindingen, dat een 
epipolythiodioxopiperazine gedeelte bevat, enorm uitgebreid. 
Deze snelle ontwikkeling is vooral te danken aan de grote 
farmaceutische bedrijven, die screening methoden ontwikkel-
den voor het vinden van antivirale verbindingen. Zo werden 
7-11 
achtereenvolgens de aranotines (4-6.) en de apoaranotines 12 
'Z e n È) geïsoleerd, waarvan verschillende een antivirale 
werking hebben, in tegenstelling tot de sporidesmines A tot J 
13-19 
, die een antibakteriele aktiviteit bezitten. 
aranot me 
A R=H;R = Ac,R=S-S 
5 R'rR'^Ac.R^S-S 
6 R=R=Ac Н=-5СНз,СНз5-
apoaranottne 
7 R'=H,R=S-S 
8 Р=Ас^=-5СНз,СНз5-
MeO 
sporidesmine 
2 A R = CH, R = 0H R = S-S 
IA в R = C H 1 R = H ,R=S-S 
12 D R = CHi,R=OH,R = -SCH31CH3S-
11 E RrCHi,R = 0H,R=5-S-S 
15. G R = CH, ,R = OH,R=S-S-S-S 
H J RrH ,R = OH,R = S-S 
К sporidesmine F 
MeO 
:H2-
11 sporidesmine С 
Het onlangs geïsoleerde sirodesmine ' 18^  en het cheto-
22 
19 laten zien hoe komplex de verbindingen van deze mine 
stofklasse op het ogenblik zijn er ruim dertig bekend 
2 
wel kunnen zijn. Het zijn zowel de specifieke fysiologische 
eigenschappen alsook de ongewone chemische struktuur, die 
interesse hebben gewekt in deze klasse van natuurstoffen. 
1.2. SÏNTHESE VAU EPIPOLYTHIODIOXOPIPERAZINES 
Het epidithiodioxopiperazine systeem 20 kan opgevat 
worden als een geoxideerd kondensatieprodukt van twee 
ot-merkapto-a-aminozuren (Schema 1.4). Pogingen om het sys-
teem 20 op deze manier te synthetiseren zijn echter op niets 
uitgelopen. De oorzaak hiervan is dat onbeschermde a-mer-
23 
kapto-a-aminozuren 2_1 waarschijnlijk zeer instabiel zijn ; 
voor zover bekend, zijn ze nog nooit gesynthetiseerd. Deze 
instabiliteit wordt veroorzaakt door het feit, dat de energie 
die gewonnen wordt door het vormen van een C=N band (2_1 •+ 2_2) , 
geïnitieerd door het vrije elektronenpaar op het N-atoom, 
groter is dan de energie die verloren gaat door het verbre-
ken van de C-S band. De ontleding is echter te ondervangen 
door het N-atoom te acyleren, de elektronen blijven dan 
sterker gelokaliseerd op de amide funktie (Schema 1.5). 
3 
Zo kunnen α-merkapto-a-amidozuren 2_4 gemaakt worden door 
de overeenkomstige α-chloro-a-amidozuren 2_3 te laten reage-
24 
ren met H,S . Deze verbindingen zijn echter niet bruikbaar 
15 
- N ^ 0 H2S ^Л^0 ^ N ^ 0 
он -*—» V он « » II он 
O^R 9 S "O^^R 
23 24 25 
voor de bereiding van 20^ , omdat bi;j de noodzakelijke ont-
schermmg van de aminofunktie eliminatie van H 2S zou optre­
den. 
Om nu te komen tot een synthese van het epidithiodioxo-
piperazine systeem 2Q_ blijven er in principe nog drie metho­
des over. De eerste is: uitgaan van verbindingen waarin de 
zwavelbrug reeds aanwezig is. Ringsluiting tot een dioxo-
piperazme zou dan het gewenste systeem ooleveren. Analoog 
aan de dimerisatie van het N-fenyl-pyrodruivenzuuramide 26 
25 26 
tot het dioxopiperazine 27^, hebben Voshimura en Sugiyama 
ÏHNI-' "С^ 
I 
# > 
27 
.ОН 
Г 
ч
он 
.С. ^ -INH 
О^ Me 
geprobeerd epidithiodioxopiperazines te synthetiseren door 
cyclisatie van Ν,Ν'-dialkyl-2,2'-dithiokaneelzuuramides 28. 
Behandeling van 2S_ met tnethylamine levert echter slechts 
het monocyclische systeem 29^ op, dat niet kon worden omge­
zet tot het bicyclisch systeem 30. Een soortgelijk probleem 
17 0\ 0^ 04 
R, 
'
s
 | —X-* 
R^ 
26 
deed zich voor bij de poging tot een synthese van het dehydro-
23 gliotoxine analogon 3_1_ door Ottenheijm c.s. . Reaktie van 
het zuurohloride 32 met de indolenine ester 3_3 geeft het in-
termediair ^4 dat met Na^S. kan worden omgezet in het mono-
sulfide 35. Reduktie van het imine geeft het amine 36, dat 
1.8 Me 
:o -Me 
33 
MeN=CCOCI 
32 
Me 
:o -Me 
0Ì^c^NMe 
ЗА 
/ - \ Me ^ ^ 
•'2L 
NHMe 
ГСО, Et 
с Í 
.NMe 
echter niet gecycliseerd kon worden tot het gliotoxine ana-
logon 3_1. Vermoedelijk verloopt deze ringsluiting niet, 
omdat het carbonzuur in de vorm van de ethylester in 3_6. t e 
weinig geaktiveerd is om het monosulfide 3_1 te geven, dat 
wordt gekenmerkt door een grote ringspanning. Het thiome-
thyleen overbrugde dioxopiperazine 38r een verbinding met 
duidelijk minder ringspanning, kon namelijk wel worden ver-
27 kregen door cyclisatie van het amine 37 
1.9 Me 
I ¿S'C 02B 
0AVH2 
37 
^ 
Me 
-Me 
38 
Een tweede methode gaat uit van een reeds intakte dioxo-
piperazine ring, waarin via een aantal reakties de poly-
sulfidebrug wordt aangebracht. Op deze wijze werd in 1968 
28 door Trown de eerste succesvolle synthese ontwikkeld van 
het meest eenvoudige epidithiodioxopiperazine 41. Behande-
5 
ling van sarcosineanhydride 39. me- Br2 bi- 1 6 0 c l e v e r t 
het dibronide 4_0 op. Na reaktie met kaliumthioacetaat,ge-
volgd door hydrolyse en oxidatie met 5,5'-dithiobis-(2-ni-
trobenzoëzuurl [DTNB] , geeft dit het disulfide 4_1. Deze 
1.10 Br 
Ν γ _Br2_^ y ] 1)СНзС05Кі ^ _S J 
О^Ч^^Ме ^ O^^/^Me 3) DTNB O ^ ^ S t o 
Br 
За Ш ¿Л 
methode is echter niet algemeen: bij 3,6-dialkyldioxopiper-
azines treedt dehydrobromering op onder vorming van een exo-
cyclische dubbele band, die vervolgens weer verder wordt 
29 
gebromeerd . Een alternatieve methode is de omzetting van 
dioxopiperazines met een sterke base tot mono- of dianionen, 
30 Tl 32 
welke dan met Sg of S, ^Clj" ' (n = 1,2) kunnen reage­
ren tot epipolythiodioxopiperazines of met CH,SC1 tot 
3,6-di(methylthio)dioxopiperazines. Op deze manier zijn 
Schmidt en medewerkers er zelfs in geslaagd het optisch 
34 
akt ieve epidi th io-L-prol ine anhydride 4_4 t e synthet iseren 
1.11 
•
0
 1) NaNHo
 ) 
2) 5 
Vanwege de drastische reaktie-omstandigheden is deze methode 
echter alleen toepasbaar voor de bereiding van eenvoudige 
epidithiodioxopiperazines. De beperkingen, die kleven aan 
de in schema's 1.10 en 1.11 beschreven methodes, werden 
op een ingenieuze wijze omzeild door Kishi en medewerkers 
In een epidithiodioxopiperazine 4_5, gesynthetiseerd volgens 
de methode van Trown, kan de disulfidebrug worden beschermd 
in de vorm van een base-stabiel dithioacetaal 4_6. In deze 
verbinding is het mogelijk op de bruggehoofd posities met 
behulp van butyllithium anionen te kreëren, die met alkyl-
6 
halides reageren onder vorming van 4_7. Oxidatie tot 4jB en 
behandeling met zuur geeft dan weer het disulfide 49. 
1.12 
45 
R' 
4
 Me 
V N ' S 
C > 4 - A r 
R' 
47 
1) NaBH¿ 
2) рСНзОСсНдСНО 
mClCgH^CQjH 
'
H
* ЛИ 
Ar - ~.~.—' 2) RCl 
Me 
F S-
0: S.N. 
46 
Ρ 
•Ar 
HCIO/ 
Me СГ -Me 
R 
4Θ 
R 
49 
Deze methode werd dan ook met succes toegepast voor de syn-
3 6 37 
these van de sporidesmines A (9J en В (1_0) , dehydro-
3 8 
gliotoxine / en onlangs ook voor de synthese van het race-
39 
misch gliotoxine 3 (Schema 1.13). De elegante synthese 
1.13 
HN 
SAc 
- ^ X O 0 nCICHftCHj/ButQK
 )
 M e 0 C H 2 - N ' ^ \ | - i · 0 4) HCl 
J, 2) NB5/(CcHcC0,), Ι J, Э PCH 
„ 6 n 5 ^ u 2 ; 2 
•^Ме 3) AcSK 
50 
HÏTP; 
o ^ N 
52 
.0 
Ar 
Me 
^ \ . C 0 2 B u t 
7) Ь ^ ^ 
Triton В 
0 12)Me502CI/Et3N 
13) LiCl 
Ar l4)Na0Me 
ШІВСІ
Э 
Me 6)geconcHCI/EtOH 
AC2O 
CF.COOH 
'
 5
- l-Ar 10)CIC02Et/Et3N 
11)МаВН4 
рСНзОС6Н4СНО/ВЕэ.Е420 
.o ISSBÜLL: 
Ar C l C ^ O C ^ C g ^ 
Me 
17) тСІСсН^СОзН 
16) НСЮд 
57 CHfiCH2CçHs сн2он 
7 
van gliotoxine _3 krijgt hier ruim aandacht om te laten zien, 
hoe moeilijk het kan zijn een relatief klein molekuul op te 
bouwen. Van glycyl-sarcosine anhydride 5_0 wordt eerst het 
N-atoom beschermd. Bromering, gevolgd door reaktie met ka-
liumthioacetaat geeft dan het dithioacetaat 5_1. Dit kan 
vervolgens na hydrolyse en reaktie met anysaldehyde worden 
omgezet in een dithioacetaal, zodat na ontscherming van het 
N-atoom verbinding 52^  ontstaat. De volgende stap is een 
Michael additie, die het cyclohexadienol 5_4 oplevert; een 
reaktie, die getuigt van Kishi's grote kreativiteit. Van 5_4 
wordt de alkoholfunktie beschermd, de t-butylester gehydro-
lyseerd met trifluoroazijnzuur, en het zo ontstane zuur om­
gezet in een gemengd anhydride, dat met NaBH, selektief 
gereduceerd kan worden tot de alcohol 5jj. Mesylenng, ge­
volgd door behandeling met LiCl en hydrolyse, geeft het 
chloride 5^. Vorming van een dianion hiervan in aanwezig­
heid van chloormethylbenzyl ether geeft zowel ringsluitmg 
bij C-3 als alkylermg op de C-6 positie onder vorming van 
57. Uiteindelijk levert een ethersplitsing en het ontscher-
men van de disulfide funktie het d,l-gliotoxine 3^ op. Later 
rapporteerden dezelfde auteurs dat de synthese van eenvoudige 
epidithiodioxopiperazmes beter verloopt wanneer de merkapto 
funkties worden beschermd met een methoxymethyleen groep 
(-CH2OCH3) . Het hyalodendnne 5_9 kan op deze wijze zelfs 
met een opbrengst van 16%, uitgaande van 5J3, worden verkre-
40 gen (Schema 1.14). 
1 14 SCH70Me Γ Ί CHiCfiHc 
Me. X lo 1>[ЬНэ)2СН]2МЫ Me. X / 0 
ν
ΝΓ ^f- CgHgChbCI / CH3OCH2CI
 ) N ^O 
I ,1 2)ВС1з [s' J 
O ^ ^ y - ' ^ ^ M e 3) I2 O ^ ^ ' ^ ^ - M e 
SCHjOMe ¿) BCI3 CH2OH 
58 59 
De derde methode tenslotte vormt de basis van het in 
dit proefschrift beschreven onderzoek. Bij deze methode, 
41 die onafhankelijk van ons ook door een Weense groep onder 
leiding van U. Schmidt is ontwikkeld, worden simultaan aan de 
8 
vorming van de dioxopiperazine ring substitueerbare groepen 
op de 3- en 6-posities aangebracht. Deze groepen kunnen ver-
volgens met H^S in merkaptofunkties worden omgezet, zodanig 
dat na oxidatie het epidithiodioxopiperazine systeem ont-
staat. 
1.3. DOEL VAN HET ONDERZOEK EN INDELING VAN HET PROEFSCHRIFT 
Het onderzoek, dat in dit proefschrift is beschreven, 
had tot doel een eenvoudige, eventueel biomimetische synthe-
se voor epidithiodioxopiperazines te ontwikkelen en daarvan 
de toepasbaarheid te bestuderen. Naast het oogmerk op den 
duur een totaalsynthese van natuurstoffen te kunnen bewerk-
stelligen, die dit struktuurkenmerk bezitten, werd als twee-
de doelstelling gezien het onderzoek naar de biologische 
werkzaamheid van de toegankelijk gemaakt produkten. Daarbij 
werd niet alleen de mogelijkheid van het verkrijgen van 
chemotherapeutisch bruikbare verbindingen onder ogen gezien, 
maar ook de nadere bestudering van het werkingsmechanisme 
van dergelijke produkten. 
Na deze inleiding zal in hoofdstuk 2 een eenvoudige 
synthese worden beschreven van gliotoxine analoga die een 
2,5-dioxopiperazine ring bevatten met een brug van respek-
tievelijk één, twee, drie en vier zwavelatomen. Aan de 
regiospecifieke en diastereoselektieve, door ZnCl2 gekataly-
seerde, additie van H0S aan een exo-methyleen band - de twee-
de stap in de syntheseroute - zal uitvoerig aandacht worden 
besteed. 
In hoofdstuk 3 wordt de biologische aktiviteit behan-
deld van de in het voorgaande hoofdstuk beschreven verbin-
dingen. Met name zal worden ingegaan op het inhiberend ver-
mogen dat deze bezitten ten opzichte van het reverse 
transariptaae (RNA-afhankelijke DNA-polymerase), een enzym 
dat specifiek is voor RNA-tumorvirussen. 
Hoofdstuk 4 is gewijd aan de bestudering der algemene 
toepasbaarheid van de in hoofdstuk 2 ontwikkelde synthese-
9 
route/ hetgeen heeft geleid tot de bereiding van een zestal 
analoga met wisselende ring substituenten. Gevonden is dat 
de inhibitie van het reverse transariptase gerelateerd is 
aan de lipofiliteit van deze verbindingen. 
In hoofdstuk 5 wordt de resolutie beschreven van een 
epidithiodioxopiperazine. Het belang van zowel de konfigu­
ratie der bruggehoofd koolstofatomen alsook de konformatie 
van deze verbinding voor de biologische a!'tiviteit zal 
worden bediskussieerd. 
Hoofdstuk б handelt over de omzetting van epidithio-
dioxopiperazines in de overeenkomstige monosulfides. Het me­
chanisme van deze gedeeltelijke ontzwavelingsreaktie wordt 
uitvoerig besproken. 
De vraag in hoeverre de door ZnClj gekatalyseerde addi­
tie van H2S aan dehydrocyclodipeptiden van algemene aard 
is, is het onderwerp van hoofdstuk 7. 
Tenslotte zal in hoofdstuk 8 worden ingegaan op de bio-
synthese van epidithiodioxopiperazines. Het gebruik van 
N-hydroxy-aminozuren als precursors voor een biomimetische 
synthese van deze klasse van natuurstoffen zal worden be­
handeld. 
De inhoud van hoofdstukken 2 4 2 ' 4 3 , 3 4 4, 4 4 5, 5 4 6' 4 7, 
6 ' en 8 zijn reeds geheel of gedeeltelijk in publi-
katievorm verschenen, terwijl uitvoerige publikaties over 
de inhoud van hoofdstukken 7 en 8 in voorbereiding zijn. 
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H O O F D S T U K 2 
EEN EFFICIENTE SYNTHESE VAN GLIOTOXINE ANALOGA 
2 . 1 . INLEIDING 
Gliotoxine 1^, een verbinding die uit verschillende 
schimmels kan worden geïsoleerd, heeft chemisch gezien een 
zeer interessante struktuur. Er zi^n in dit kleine molekuul 
vier chirale centra aanwezig, waarvan twee in een gehydra-
teerd benzeen gedeelte en twee in een zwavel-overbrugd 
2,5-dioxopiperazine. Omdat gliotoxine naast zijn interessante 
21 
о' -
N
-
1 CH2OH 
struktuur ook een specifieke biologische aktiviteit vertoont 
(zie hoofdstuk 3), is het niet verwonderlijk dat het ontwik­
kelen van een synthese voor _1 een uitdaging is geworden voor 
vele organisch chemici. De grootste aandacht was daarbij ge­
vestigd op de synthese van het, voor de biologische aktivi-
1 2 teit noodzakelijke ' , epidithiodioxopiperazine systeem 2_. 
Deze keuze werd mede bepaald door het gegeven dat 2 het karak­
teristieke struktuurkenmerk is voor nog een dertigtal andere 
natuurprodukten. In het vorige hoofdstuk zijn reeds een aan­
tal methodes beschreven, die geleid hebben tot de vorming 
van 2^ Deze methodes zijn over het algemeen zeer bewerkelijk 
en gaan gepaard met een laag rendement. Daarom hebben wij 
gemeend dat er nog ruimte was voor onderzoek naar een alge­
meen toepasbare en meer efficiënte synthese van epidithio-
dioxopiperazines. Daarbij hebben wij ons in eerste instantie 
toegelegd op de synthese van analoga van dehydrogliotoxine 
3^. Deze schimmelmetaboliet heeft een struktuur die iets min-
der gekompliceerd is dan die van gliotoxine. 
14 
2.2 
CH2OH 
2-merkapto-indoline -2-carbonzuur 
*- merkapto- «(-aminozuur 
Het dehydrogliotoxine 3^  kan men opvatten als zijnde op­
gebouwd uit een 2-merkapto-indoline-2-carbonzuur en een 
a-itierkapto-a-aminozuur derivaat. Deze verbindingen zijn met 
een vrije aminofunktie niet stabiel, maar wel bekend in de 
vorm van de N-acyl derivaten (zie hoofdstuk 1). Gebruik ma-
4 
kend van de in 1929 door Leuch's beschreven additie van 
zuurchlorides aan de imineband van indolemines H •*• Ъ) heb­
ben Ottenheijm c.s. een eenvoudige route ontwikkeld voor 
de bereiding van N-acyl-2-merkapto-indoline-2-carbonzure 
2.3 
Oc; 
Me 
-Me 
Cl 
o=c 
i с6н5 
@c 
Me 
J< 
-Me 
Cl 
Me 
o=c 
5 C 6 H 5 
Me 
С9Г, -Me ifK
-C02Et 
0=C 
I 
R 
,CI 
Me 
©: N 
I 
0 = C 
I 
7 R 
Ж , 
Me 
Cl 
C02Et 
RiSH 
Me 
für -Me -SRi 
8 
N^^CC^Et 
0=C 
I 
R 
esters (6. "*• 3.) · In deze verbindingen moet wel de aanwezig-
heid van twee substituenten op C(3) voor lief worden geno-
men; indolenines met een proton op C(3) zijn instabiel en 
leggen om tot de overeenkomstige indolen. Ook voor N-acyl-
a-merkapto-a-aminozuren waren synthese^ in de literatuur 
6,7 beschreven De basis voor één daarvan vormde de reaktie 
van primaire en secundaire amides met pyrodruivezuur 9_ tot 
8 9 dehydroalanine derivaten ' 11. Ottenheijm, Potman en Van 
15 
Vroonhoven toonden aan dat de hydroxygroep in het inter­
mediair 1_0 door merkaptanen kon worden gesubstitueerd onder 
vorming van 12. 
гл 
0 
KjC-C-COOH 
1 NH2 
C = 0 
I 
R 
OH 
H3C-C-COOH 
I 
NH 
10 
C = 0 
I 
R 
[RlSH 
SRI 
I 
н,с-с-соон 
J
 I 
NH 
I 
c=o 
I 
R 
•H2O H2C=C-C00H 
NH 
I 
c=o 
I 
11 R 
12 
De vraag was nu of deze beide reakties konden worden 
gekombineerd om te komen tot een algemene synthese van 
3,6-digefunktionaliseerde dioxopiperazines. Hiertoe zou dan 
een a-ketozuurchloride moeten reageren met een -"nine carbox-
amide. De waarde van dit schema kon echter pas worden getest 
25 
N^ 
^
C
^
0 
С 
/-Cl 1 
o
^C .-'NH-Me 
O ^ R 
-N' 
^ ^ ^ Me 0 "C 
HO R 
nadat door Ottenhei^m en De Man1^ een synthese was ontwikkeld 
voor het pyrodruivezuurchloride, een verbinding die tot 1974 
niet toegankelijk was. 
In dit hoofdstuk wordt, gebruik makend van de additie 
van pyrodruivezuurchloride aan een mdolemne amide, een 
driestaps/ één pot synthese beschreven van het gliotoxine 
11 12 
analogon 1_3 (totaal opbrengst 81%) ' , en de omzetting 
hiervan in een mono-, tri- en tetrazwaveloverbrugd dioxo-
piperazine. Eenzelfde benadering is, onafhankelijk van ons 
16 
13 
14 gebruikt door Poisel en Schmidt voor de synthese van epi-
dithioprolyl-N-methylalanine anhydride 1^ (28%) . 
2 6 
©с; 
i? 
Me 
-Me 
-Me 
Me 
A^-Me 
0 
U Me 
2.2. RESULTATEN EN DISKUSSIE 
2.2.1. Additie van pyrodruivezuurchloride aan een indolenine 
amide 
Pyrodruivezuurchloride lb_ reageerde in CCI. bij kamer­
temperatuur binnen enkele minuten met het indolenine-carbox-
amide 1_5 onder vorming van het Leuchs' addukt IT_. Deze reak-
tie kon met behulp van H-NMR worden gevolgd, omdat na 
additie de C(3) methylgroepen niet meer equivalent zi]n. 
Na vi]f uur roeren was dit intermediair volledig omgezet 
2 7 Me 
m -Me MeCOCOCI. I !fi 
NH-Me 
m 
Me 
-Me 
-NH-Me 
tor-
o 
17 
I 
Me 
Me 
-Me 
»Cl 
18 Me 
10
Г 
2 ^ N - M e 
"»OH 
in het ringgesloten produkt ИЗ, dat volgens H-NMR slechts 
bestond uit ëén stereoïsomeer. Wij vermoeden dat deze nng-
sluiting, die onlangs ook door anderen ' ' aan soort-
gelijke systemen is waargenomen,het cia-produkt IJ? oplevert. 
Aangenomen wordt dat m j/7 de beide carbonylgroepen van het 
pyrodruivezuur gedeelte, omwille van een gunstige dipool-di-
pool interaktie, een transoïde konformatie aannemen , en 
dat de amide band vlak is; de beide carbonylgroepen liggen 
dus in het vlak bepaald door de atomen C(2), N(l) en C(7a) 
(figuur 2.8). Een kinetisch gekontrolleerde nngsluiting kan 
17 
dan slechts het produkt opleveren waarin de chloor- en de 
hydroxyfunktie aan dezelfde zijde van de dioxopiperazme ring 
zitten. Uit de literatuur is echter bekend dat verandering 
•Me 
N-Me 
14 van oplosmiddel1^ of het aanbrengen van andere substituenten 
1 8 het diastereoselektieve verloop van dit soort nngsluitin-
gen sterk kan beïnvloeden, zodat niet met volledige zeker-
heid kan worden gezegd, dat ringsluiting verloopt als in 
figuur 2.8 wordt gesùjgereerd. 
Het was de bedoeling dat de chloor- en de hydroxyfunktie 
m IJÎ direkt om te zetten m SH-groepen onder vorming van 
24. Helaas bleek het carbinol 18_ niet stabiel te zijn: na 
Me - Me 2 9 Me 
Me 
V 
O'-'^/'^Me 
1Θ Mè4 ^ OH 
^f-
10] 
1N. 
(OntsH 
Me 
II 
CH, 
0 
24 Mè 
-Me 
'SH 
19.X = Cl 22.X = SCOMe 
2Û X = OH 23:X = SH 
21 X = OMe 
één nacht roeren was het geheel omgezet in een mengsel van 
19 en 20^ waarvan per experiment de verhouding steeds ver-
schilde. Het hydroxyalkeen 20 is daarbij waarschijnlijk 
ontstaan uit 1^9 en het bij de scontane dehydratatie vrij-
komende water. Het chlooralkeen 1_9 kon met één equivalent 
H20 m pyridine kwantitatief worden omgezet in 2Q_, terwijl 
behandeling met CH30H/CC1. of thioazijnzuur/BF,.Et?0 in 
CH Cl,, respektievelijk de verbindingen 2Л (96%) en 22^  (45%) 
opleverde. Ooorborrelen van H2S door een oplossing van 19. 
18 
in dichloormethaan resulteerde in het merkaptoalkeen 2_3. De 
vraag was nu: hoe kan 23^ worden omgezet in 24? 
2.2.2. Regiospecifieke en diastereoselektieve H-S-additie 
De omzetting van het merkaptoalkeen 2_3 in de dimerkaDto-
verbinding 2i_ zou in principe mogelijk zijn door aan de exo-
methyleen band in 2_3 op een regiospecifieke wijze H-S te ad­
deren. In de literatuur waren reeds precedenten voor soort­
gelijke additie reakties aanwezig. In 1974 rapporteerden 
19 Machin en Sammes over de additie van zwavelnukleofleien 
aan acetamidoacrylzuur derivaten 2J5. Zij vonden dat, naarge­
lang de reaktie-omstandigheden, een α- of (5-additieprodukt 
kon worden gevormd: indien de reaktie werd uitgevoerd in 
aanwezigheid van sterke zuren verkregen zij, zoals in een 
210 Q 0 
SR"C-NHR 
o J!^ NN-C-R' N-C-R' 
II - ^ ^ Η il Η Π 
C-NHR " θ О 
" г
1
—
L 4 «-aSJitie 
N - C - R ' . 0 25 
H M .. 
0 ^ \ ^ /C-NHR 
R " S - C H 2 - C H 
,o ч !Н-с-^ 
¿о н η 
ß-äac)itie 0 
Markownikow additie, het a-addukt 2J7 terwijl zonder kata-
lysator of onder zwak zure omstandigheden het Michael-addi-
tie produkt 28 ontstond. Een dergelijk resultaat werd ook 
gevonden door Marshall en medewerkers . Bij de reaktie van 
thioazijnzuur met een dehydrocyclodipeptide vonden zij een 
ß-additieprodukt. Wanneer deze reaktie echter gekatalyseerd 
werd met trifluormethaansulfonzuur ontstond in een opbrengst 
van 60% het a-addukt. 
Om in ons geval a-additie te verkrijgen, lag het voor 
de hand 2_3 met behulp van H^S en een zuur als katalysator 
om te zetten in 2_4. Besloten werd de reaktie-omstandigheden 
19 
te bestuderen aan de hand van de modelverbinding 3_2, die 
als volgt werd gesynthetiseerd. Reduktie van 1_5 met NaCNBH,, 
gevolgd door acylering met pyrodruivezuurchloride 1_6 in 
aanwezigheid van diïsopropylethylamine gaf een mengsel van 
30 en 3l_. Ringsluiting van 30 naar 3_1 kon worden gekataly-
2.11 
NaCNBH, 
Me Me Me 
A NH-Me ί ¿H-Me I N . M e 
2S 
С N -  
30 
-Me HO Me 
31 
HjS/ZnCI J 
м ^ ^ н 
seerd met een spoortje CF,COOH. Toevoeging van dit zuur be­
vorderde echter ook de dehydratatie van 3_1, zodat na 16 uur 
het alkeen 3_2. in een opbrengst van 83% (berekend op 15) 
kon worden verkregen. De testreakties aan dit systeem werden 
nu als volgt uitgevoerd: het alkeen 3_2 werd opgelost in 
CH2C12/ overgebracht in een glazen drukvat en na toevoeging 
van een katalysator werd hierin bij -70 С droge H9S gekon-
20 denseerd . Deze procedure heeft tot voordeel dat langdurig 
doorborrelen van H2S door een dichloormethaan oplossing 
kan worden vermeden. Vervolgens werd het drukvat gesloten 
en het reaktiemengsel 16 uur bij kamertemperatuur geroerd. 
Hierbij kan de druk oplopen tot 17 atm. Wanneer 32^ onder deze 
omstandigheden werd ingezet met BF3.Et20 of paratolueensul-
fonzuur als katalysator, ontstond een niet te identificeren 
reaktiemengsel. Werd de reaktie echter uitgevoerd in aan­
wezigheid van CF,COOH dan ontstond een mengsel waarvan vol-
gens H-NMR het hoofdprodukt thiol 3¿ was. Alhoewel dit re-
sultaat bemoedigend was, waren wij van mening dat een brede 
toepasbaarheid van het reaktieschema gevaar zou lopen bij 
20 
gebruik van zo'η sterk zuur. Daarom werd gezocht naar de 
mogelijkheid om H^S zelf om te zetten in een zuur, sterk 
genoeg om deze reaktie te katalyseren. Overwogen werd hier­
voor gebruik te maken van het complexerend vermogen van het 
bivalente zwavelatoom met metaalionen. Het lag voor de hand 
2 + 
om hiervoor het Lewiszuur ZnCl* te gebruiken; Zn -ionen 
geven geen neerslag met H_S en worden niet vlug gereduceerd. 
Dit Lewiszuur bleek een zeer goede greep te zijn. Wanneer 
het alkeen 3_2 werd ingezet met vloeibare H-S en ZnCl- als kata­
lysator ontstond kwantitatief slechts één a-gesubstitueerd 
stereoisomeer 3_3» waarvan wij de stereochemie niet hebben 
bepaald. 
Aangemoedigd door dit resultaat werd het merkaptoalkeen 
23 aan dezelfde kondities onderworpen. Ook deze reaktie 
bleek op een regiospecifieke wijze te verlopen, daar kwan-
titatief het a-addukt 24 werd verkregen. De mogelijkheid 
dat een spoortje HCl, ontstaan door hydrolyse van het ZnCl,, 
in feite als katalysator fungeerde, kon worden geëlimineerd 
omdat bij vervangen van ZnCl_ door droge HCl onder overigens 
gelijke reaktie-omstandigheden een ondefinieerbaar mengsel 
ontstond. Voor de synthese van ¿4 is het echter niet nood-
zakelijk om uit te gaan van het merkaptoalkeen 2_3. De reaktie 
verliep even goed wanneer direkt werd doorgegaan met het 
mengsel van 1_9 en 20_ dat onstaat na de additie van pyro-
druivezuurchloride aan het indolenineamide 15. 
2.12 ^ Me ^ Me Me 
J - ^ - ^ M » n J \ 2 / N ^ nJv^N-M 0 * V N ^ o'Sk^Me 0*S<NvMe [ V Mê^SH Ml>SMe 
19.X =Cl 24 ЗА 
25.X =0H — 
"Chelaatvorming van zink ionen met thiolen is een bekend 
proces bij peptide enzymen21 
21 
Zeer waarschijnlijk wordt bin deze reaktie alleen de 
cis-dimerkaptoverbinding 24 gevormd. Oxidatie van 2_4 tot het 
disulfide 1_3 is namelijk verrassend eenvoudig, terwijl re-
duktie van V3 met NaBH4 in ethanol weer het oorspronkelijke 
dithiol 24 oplevert (zie 5 2.2.4.). Een eis-oriëntatie van 
de twee merkaptogroepen aantonen met behulp van het Nuclear 
22 
Overhauser Effect (NOE) bleek in dit geval niet mogelijk 
omdat de SH-protonen uitwisselbaar zijn. Bij instralen op 
het CQ -SH proton verdween in het H-NMR het C0-SH proton 7a A 
bijna volledig, en vice versa. Dit proces bleek afhankelijk 
te zijn van de temperatuur, doch onafhankelijk van de kon-
centratie (0,1-0,001 Mol/L) waarbij de metingen werden 
verricht. Indien we aannemen dat in dit koncentratiegebied 
een inter- en een intramolekulaire uitwisseling mogelijk is, 
kan dit duiden op een cis-oriëntatie van de twee SH-groepen. 
Immers, m een traws-dimerkaptoverbinding speelt alleen een 
intermolekulaire uitwisseling een rol, een proces dat kon-
centratie-afhankelijk zal zijn. Ook bij het uit 2_4 bereide 
di-gemethyleerde analogon 2A ^ о п 9pen NOE-effekt worden 
waargenomen, zodat de aanname dat m 24 de twee merkapto­
groepen een o-is-oriëntatie hebben slechts berust op de hier-
boven genoemde waarnemingen. 
De door ZrCl- gekatalyseerde regiospecifieke en dia-
stereoselektieve1" omzetting van 23 in 24 zou kunnen worden 
verklaard door aan te nemen dat de konfiguratie van 24^  
thermodynamisch stabieler is dan de overeenkomstige trans-
23 
verbinding . Een andere verklaring zou kunnen zijn dat 4 5a 
een voorkeurskonformatie van 2_3 is. In dit konformeer wordt 
één zijde van de exomethyleengroep afgeschermd door de Cq(a)-
methylgroep; H-S-additie aan de minst gehinderde zijde geeft 
dan 2_4. Deze verklaring is echter niet zo waarschijnlijk 
2 
omdat in 35a het pyrolidine N-atoom zijn sp -hybridisatie 
zou moeten prijsgeven. Wij zijn geneigd ots-additie als volgt 
te verklaren: een Zn-komolex met de 0„ -SH groep m 23^ zou 
er door komplexatie voor kunnai zorgen dat het inkomende 
H-S zowel een sterker zuur wordt, alsook de dioxopiperazine-
22 
ring van dezelfde kant nadert (figuur 35b) 
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Gesteld werd dat het gepostuleerde intermediair, chelaat 
35b, aan waarschijnlijkheid zou winnen, indien zou kunnen 
worden aangetoond dat de dioxopiperazmering in de uitgangs­
verbinding 2J3 bij voorkeur in een bootvorm zou voorkomen. 
Reeds langer is bekend dat dioxopiperazinenngen verschil­
lende stabiele konformaties kunnen innemen, die afhankelijk 
van de substituenten aan de ring kunnen variëren van een 
24 
vlakke tot een sterk gebogen vorm . De rontgen struktuur-
25 
analyse van 2^3 toonde aan dat de dioxopiperazmering in 
een uitgesproken bootvorm voorkomt (figuur 2.14). De dihedra-
le hoek tussen de vlakken bepaald door de atomen [N(4), 
C(9a), C(10)] en [N(1), C(10), N(4), C(3)] en tussen de vlak-
ken bepaald door de atomen [c(3), С (2), N(l)] en [N(1), 
» O O o 
S N О С 
23 
C(1C), N(4), C(3)] bedraagt respektievelijk 22,5° en 13,6°. 
Het gegeven dat de H-S-additie dus plaatsvindt aan de meest 
gehinderde zijde van de dioxooiperazinering, ondersteunt 
de veronderstelling dat het chelaa'L 35b een intermediair is 
in de omzetting van 2_3 naar 24 
2.2.3. Dimerisatie van het merkaptoalkeen 23^ 
Om kristallen voor de rontgen struktuuranalyse te ver­
krijgen, moest het merkaptoalkeen 2_3 bij 0 " worden gekris­
talliseerd. Bij kamertemperatuur kristalliseerde een andere 
verbinding uit waaraan, op grond van de volgende gegevens, 
25 
struktuur 36^  werd toegekend . Nauwkeurige massabepaling 
van het molekulair ion gaf m/e 542,1940 (berekend voor 
C 3 0H 3 N.O.S: 542,1987). Het
 1H-NMR spektrum toonde twee 
AB-systemen, waarvan de 6-waarden overeenkomen met die van 
een CH9S en een CH,C groep. Het infrarood spektrum gaf twee 
-1 
absorbties in het carbonylgebied (1702 en 16Θ0 cm ), korre-
sponderend met twee overbrugde dioxopiperazines waarvan het 
één meer en het ander minder gespannen is dan het overeen-
komstige epidithiodioxooiperazine _1_3 (1692 cm ). 
Wij stellen ons voor dat de dimerisatie van T3 zou kunnen 
verlopen door een Michael-additie van de C(9a)-SH groep aan 
de exomethyleen band van een ander molekuul, gevolgd door 
een aanval van С (11) op een carbenium ion dat op COa') 
van het tweede molekuul wordt gevormd. Verbinding 36^ ont­
staat dan door de vorming van de С^Э-С^') band. Het is in­
teressant dat in 3^ een ethyleen overbrugd dioxopiperazine 
24 
voorkomt, een systeem dat ook is gevonden in de natuurstof-
2 6 2 7 fen brevianamide A (22)Í В, С en D ' 
2 16 
2.2.4. Omzetting van het dithiol 2_4 tot het di-, tri- en 
tetrasuIfide 
De oxidatie van de dimerkaptoverbinding 24^  tot het 
disulfide 1^3 verliep verrassend eenvoudig. Doorborrelen van 
lucht door een waterige methanol oplossing van 2_4, in aanwe-
28 * 
zigheid van ZnCl- , was al voldoende om het gliotoxine 
analogon _^3 te verknagen (37% berekend op 15) . De opbrengst 
kon enigszins worden verbeterd (51%) door het gebruik van 
KI, als oxidatiemiddel in het twee-fasen systeem CHC1,/ 
H2O ' . Wij meenden dat de lage opbrengsten het gevoJg 
waren van een Sn -substitutie van de C
n
 -SH groep m 24 
ya — 
door het gebruikte oplosmiddel; het gemak waarmee Z3 dimen-
seert tot 36 laat zien hoe zwak de C Q -SH band is. De beste 
y a 
opbrengst werd dan ook uiteindelijk verkregen door de oxida­
tie uit te voeren onder uitsluiting van nukleofleien. Door 
aan een droge CH-Cl- oplossing van 2_4 een oplossing van I_ 
in pyridine toe te druppelen totdat geen ontkleuring van 
het Ij meer werd waargenomen, kwam na kolomchromatografie 
de totaal opbrengst van V3 op 81%. Deze dnestaps synthese 
(15 -*• 1_9 + 24) -»• 2_i ''• i_3) t ¿ie bij kamertemperatuur in één 
*De dimerkaptoverbinding 24^,ontstaan uit de H2S/ZnCl2 reak-
tie van 23,oxideerde reeds gedeeltelijk op TLC tot _13, ter-
wijl 24, verkregen door reduktie van 13^ en dus vrij van 
spoortjes ZnCl2, onder deze omstandigheden stabiel was. 
25 
reaktievat kan worden uitgevoerd en onder vrijwel neutrale 
pH verloopt, kan dus met recht efficiënt en eenvoudig worden 
genoemd. Dit reaktieschema is ook toepasbaar voor de bereiding 
van 1^3 op zeer kleine schaal (2 mg, zie hoofdstuk 3) en voor 
de synthese van andere gliotoxine analoga (zie hoofdstuk 4). 
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Het disulfide _^ 3 kon weer worden gereduceerd tot het dlthiol 
24 met behulp van NaBH. in ethanol. De gedeeltelijke ont-
zwaveling van 1_3 met behulp van 0,P in dioxaan verliep ana-
loog aan de door Taylor uitgevoerde reaktie met het de-
hydrogliotoxine en gaf het monosulfide 38 in 93% opbrengst. 
Het is opmerkelijk dat dit gespannen systeem,dat niet ver-
kregen kan worden door ringsluiting van 4_1 (zie hoofdstuk 1), 
op deze wijze wel toegankelijk is. In hoofdstuk 6 zal het 
mechanisme van deze ont^wavelingsreaktie uitvoerig worden 
besproken. Het dithiol 2_4 kon, zoals ook voor een soortge-
lijke verbinding door Poisel en Schmidt werd gevonden, 
met S-Cl, worden omgezet in het tetrasulfide 4J3, terwijl 
32 
reaktie van 2^ met SCI, het trisulfide 3J. opleverde. Uit 
1 ¿ 
H-NMR kon gekonkludeerd worden, dat 3_9 bi] kamertemperatuur 
voorkomt in twee konformaties 39a en 39b. Algemeen wordt 
aangenomen, dat dit fenomeen, dat ook is waargenomen bij 
33 34 
sporidesmine , sirodesmine С en in de nmr spektra van 
andere cyclische trisulfides , wordt veroorzaakt door 
de starheid van het trisulfide. Op grond van de integratie 26 
van de twee pieken voor de N-CH-, is bij kamertemperatuur 
2.1Θ Me 
-Me 
0*4Y'-N4-Me 
39a Me 
Me 
O. -Me 
O" 
39b 
S" N4 Me 
Me 
de verhouding circa 9:10. Bij het verhogen van de tem­
peratuur koalesceerden de verschillende paren van methylab-
sorpties. Voor de N-CH, vond dit plaats bij 106 С in hexa-
3f 
chloorbutadieen als oplosmiddel. Uit de Eyring-vergelijking 
volgt dan een vrije aktiveringsenergie voor het omklappen 
van de trisulfide brug (39a * 39b) van AG = 19,6 Kcal/mol 
(82,3 KJ/mol). Voor het tetrasulfide 4£ werd een dergelijk 
effekt niet gevonden. Het bleek dat zelfs bij -100oC in CD^C'. 
geen opsplitsing van de methylsignalen plaatsvond. Dit 
wijst op een zeer lage ДС^ (<6 Kcal/mol) en dus op een zeer 
grote beweeglijkheid van het ringsysteem. 
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2.3. EXPERIMENTEEL GEDEELTE 
De Rlenentair analyses werden uitgevoerd m de mikro-
analytische afdeling van het Organisch Chemisch Laboratorium 
van de Universiteit van Nijmegen door de heer J. Di^rsmann. 
De IR spektra werden opgenomen op een Perkin Elmer 2 57 
"Grating Spectrophotometer". De NMR spektra werden gemeten 
met een Varían HA-100, een T60 en een Bruker WH-90 met 
hexamethyldisiloxaan (δ = 0) als externe standaard en CDC1, 
als oplosmiddel, tenzij anders aangegeven. De massaspektra 
werden opgenomen met een Vanan SM1B spektrometer (electron 
impact) , of met een Finnigan 1015D (chemische lomsatie) . 
De smeltpunten werden bepaald met een Leitz smeltpuntsmi-
kroskoop en zijn niet gekorngeerd. Voor dunne laag chroma-
tografie (TLC) werd gebruik gemaakt van Kieselgel F-254 
(Merck/ 0,25 mm). Het zichtbaar maken van de vlekken gebeur­
de met UV-licht of jodiumdamp, terwijl zwavelbevattende 
Produkten werden aangetoond door te sproeien met een 2% op-
37 lossing van AgNO, in water 
N-Me thy 1-3 j 2-dimethy lindo lenine-2-carboxamide 1_5 
Aan een oplossing van 2,17 g (10 mmol) ethyl-3,3-dimethyl-
indolenine-2-carboxylaat in 30 ml dioxaan werd 30 ml van een 
40% oplossing van methylamme in water toegevoegd. Het reak-
tiemengsel werd 16 uur bi] kamertemperatuur geroerd. Na het 
afdampen van de oplosmiddelen met behulp van een vacuüm 
filmverdamper ontstond een kristallijne massa. Omknstal-
lisatie uit hexaan gaf 1S_ m een opbrengst van 90%, sm.pt. 
109-110OC; IR (CHCl-j) 3410 (NH) , 1670 (amide) en 1545 cm-1 
(C=N); NMR (CC14) δ 7.87 (m, IH, C 7H), 7.65 (m, ЗН, C 4_ 6H), 
3.28 (d, ЗН, NCH3) en 1.80 (s, 6H, 2C 3CH 3). Anal, berekend 
voor С
 2H 1.N 20: С, 71.26; H, 6.97; Ν, 13.86. Gevonden: С, 71.3; 
Η, 7.0; Ν, 13.9. 
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9, Sa-Dï-hydro-lj 9, 9-trimethyl-2-me thy lene-3, 10- Ιίοχο-9α-
ahloropiperasino [l, 2-a\ indo Ъе _1_9 en 9a-H~i/droxy analogem 2Q_ 
Aan een oplossing van 1,01 g (5 mmol) 1_5 in 25 ml droge 
CCI. werd onder roeren Ьіэ kamertemperatuur 586 mg (5,5 
mmol) pyrodruivezuurchloride \b_ toegevoegd. Na 5 uur roe­
ren bij kamertemperatuur was kwantitatief het ring gesloten 
produkt IJ^  gevormd, hetgeen kon worden aangetoond met infra­
rood en 1H-NMR Spektroskopie: IR (CC14) 3600-3100 (OH) en 
1685 cm - 1 (br); C=N band was verdwenen; NMR (CC14) δ 8.32 
(m, IH, C 5 H ) , 7.63 (m, 3H, C 6_gH), 6.44 (s, br, IH, OH), 
3.49 (s, 3H, NMe), 2.18 (s,6H, C^C H-, en C0CH,) en 1.60 
(s, зн, c 9c gH 3). 
Na 10 uur roeren was 1&_ volledig omgezet in een meng­
sel van 1_9 en 2_0 (verschillende verhoudingen) , hetgeen 
o 
slechts oplosbaar was in CCI.. Toevoeging van 4A moleku-
laire zeef aan een oplossing van 1_8 kon de vorming van 20_ 
niet voorkomen. 
Chlooralkeen _19: IR (CHClj) 1695 cm - 1 (amide) ; NMR 
δ 8.65 (m, IH, Ct-H) , 7.75 (m, ЗН, С,
 QH) , 6.54 (d, IH, C=CH ) 
э о—о ot 
5.66 (d, IH, С=СН 0), 3.76 (s, ЗН, NMe), 2.27 (s, ЗН, C QC H,) 
Ρ У Ot -J 
en 1.72 (s, ЗН, C Q C 0 H , ) . 9 β 3 
Hydroxyalkeen 20^ : sm.pt. 178-183 С; IR (CHCl-j) 3600-
3100 (OH) en 1690 cm"1 (amide); NMR δ 8.65 (m, IH, CjH), 
7.75 (m, ЗН, С,
 Q H ) , 6.44 (d, IH, C=CH ), 5.53 (d, IH, 
0""0 Ct 
C=CH 0), 3.68 (s, 3H, NMe), 2.13 (s, 3H, C QC H,) en 1.62 
ϋ 9 α J 
(s, ЗН, C
n
C 0H.,); massa spektrum m/e 272 (M ), 255 (M -OH) | ti i 
en 24 0 (M -OH-CH 3). 
Sj 9a-Dihydro-l, 9,9-trime thy I-2-methyЪепе-З, 7 0-dioxo-9a-
methoxypiperasino [l, 2-a] indole ?_1 
Aan een oplossing van 291 mg (1 mmol) 1_9 in 5 ml CCI« 
werd onder roeren bi] kamertemperatuur een overmaat MeOH 
(20 ml) toegevoegd. Na 1 uur roeren werd het oplosmiddel 
en de overmaat MeOH afgedestilleerd met behulp van een 
vacuüm filmverdamper waarna 280 mg (96%) van een olie-achtig 
29 
residu overbleef: NMR δ 8.24 (m, IH, CjH), 7.40 (m, ЗН, 
C
r Q H ) , 6.25 (d, IH, C=CH ), 5.37 (d, IH, C=CHQ), 3.55 
(s, ЗН, OMe) , 3.35 (s, ЗН, NMe) , 1.93 (s, ЗН, C - C ^ ) ei 
1.39 (s, ЗН, C
n
C 0H,); massa spektrum m/e 286 (M ), 271 
+ У Ρ J . 
(M -CH 3), 255 (M -OCH3) en 240 (M -CH3-OCH3). 
9j Qa-Dihydro-l, 9, 9-tpimethyl-2-methylene-3,10-а.гохо-9а-
thioaaetylpiperazino [l3 2-a} indole 2/¿ 
Thioazijnzuur (182 mg, 2,4 mmol) en 1 druppel BF^/Et^O 
werden bij kamertemperatuur toegevoegd aan een oplossing van 
582 mg (2 mmol) 1Э_ in 10 ml droge CH2Cl2 en vervolgens werd 
3 uur bij kamertemperatuur geroerd. Na het afdampen van 
het oplosmiddel en het overmaat reagens met behulp van een 
vacuüm filmverdamper ontstond een kristallijne massa, die 
werd omgekristalliseerd uit MeOH-hexaan: sm.pt. 167-169 C, 
opbrengst 297 mg (45%); TLC (4% EtOH-tolueen), slechts één 
vlek; IR (CHC13) 1690 cm"1 (br, C=0); NMR 6 8.37 (m, IH, 
C.H), 7.57 (m, ЗН, С, „H), 6.38 (d, IH, C=CH ), 5.45 (d, 
Э 0~О Oí 
IH, C=CH3) , 3.68 (s, ЗН, NMe), 2.53 (s, ЗН, SCOCH-j), 2.09 
(s, 3H, C.C H,)-en 1.51 (s, 3H, C Q C R H 3 ) ; massa spektrum m/e 
330 (M+), 287 (M+-COCH3), 273 (M
+
-MeN=C=0) en 255 (M+-SCOCH3) 
Anal, berekend voor C 1 7H l 8N 250 3: С, 61.80; H, 5.49; M, 8.48. 
Gevonden: С, 62.0; H, 5.6; Ν, 8.5. 
9, Sa-Dihydro-l,9, 9-tr'%methyl-2-methylene-3,1 0-dioxo-9a-
meraap topiperasino [î , 2-a] indo le 23_ 
Door een ijs-gekoelde oplossing van een mengsel van 
19 en 2_0 (1 mmol) in CH-Cl,» waaraan een paar kristallen 
watervrij ZnCl, waren toegevoegd, werd 2 uur H^S (verzadigd 
met CH_C12) geleid. Het reaktiemengsel werd afgefiltreerd 
en het oplosmiddel onder vacuüm verwijderd, waarna, een 
kristallijne massa ontstond, die op TLC (5% MeOH-CHCIO 
slechts ëên vlek te zien gaf: sm.pt. 147-1490C (MeOH); IR 
(CHC13) 2570 (SH) en 1690 cm"1 (br, CO); NMR δ 8.56 (m, IH, 
Crii) , 7.68 (m, ЗН, С, „H), 6.42 (d, IH, C=CH ), 5.52 (d, j b—о oc 
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IH, C=CH0), 3.71 (s, 3H, NMe), 3.10 (s, IH, SH), 2.18 (s, 
ρ 
ЗН, С
а
С H,) en 1.68 (s, 3H, C
n
C 0H,); massa spektrum m/e y α j y ρ j 
288 (M ) en 255 (M -SH). 
3, 3-Dime thy lindo line-2- (N-me thy l) aarboxamide 2_9 
Лап een oplossing van 1,01 g (5 mmol) 1_5 in 100 ml 
absolute ethanol werd bij kamertemperatuur een spoortje 
broomcresolgroen toegevoegd. Deze oplossing werd met behulp 
van 2N methanolische HCl aangezuurd tot het omslagpunt van 
de Indikator (pH = 3, blauw naar geel). Vervolgens werd 1,5 
g (24 mmol) NaCNBH, toegevoegd en druppelsgewijs methanoli­
sche HCl om de gele kleur te handhaven. Daarna werd nog 30 
min geroerd, de ethanol verwijderd met behulp van een va­
cuüm filmverdamper en het residu opgenomen in CHCl, en H^O. 
De waterlaag werd gewassen met CHC1-, en de gekombineerde 
organische lagen gedroogd op Na^SO.. Afdampen van de CHC1, 
gaf 1,02 g (100%) witte kristallen (sm.pt. 143-1450C), 
homogeen op TLC (12% EtOH-tolueen): NMR δ 6.93-7.73 (m, 4H, 
С 4_ 7Н), 4.75 (m, IH, NH), 4.40 (d, IH, C 2H), 3.23 (d, 3H, 
NMe), 1.94 (s, 3H, CjZ H3) en 1.46 (s, ЗН, C3CßH3). 
9,Sa-Dihydro-l,9,9-trimethyl-2-methylene-3J10-dioxopiperazine 
[l3 2-a] indole 3j2 
Een oplossing van pyrodruivezuurchloride J^ó (4,4 ml, 
2,2 mmol) in CCI. (0,4 M) werd toegevoegd aan een oplossing 
van 408 mg (2 mmol) 2_9 en 2f>5 mg (2,2 mmol) diisopropyl-
ethylamine in 50 ml droge tetrahydrofuran. Na 16 uur roeren 
bij kamertemperatuur werd 200 ml СНСЦ toegevoegd. Dit 
mengsel werd achtereenvolgens gewassen met IN HCl, 5% 
NaHCO, en water tot neutraal, waarna het gedroogd werd op 
Na-SO.. Volgens H-NMR bestond dit uit de verbindingen 30 
en 21^ in een verhouding van 3:1. Na filtratie werd 1 ml 
CFnCOOH toegevoegd en de oplossing 1 uur bij kamertemperatuur 
geroerd. Vervolgens werd vast Na 2C0 3 en Na-SO. toegevoegd. 
Na filtratie, indampen en kolomchromatografie op 30 g Merck 
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kiezelgel PF254 met CHC13 als eluens gaf dit 425 mg (83%) 
32, hetgeen op TLC (12% EtOH-tolueen) slechts één vlek te 
zien gaf: sm.pt. 139-14l0C (CC14); NMR δ 8.45 (m, IH, C 5H), 
7.53 (m, ЗН, С, „H), 6.20 (d, IH, C=CH ), 5.30 (d, IH, 
ο-ο α 
С=СН0), 4.77 (s, IH, C Q H), 3.90 (s, 3H, NMe), 2.05 (s, 3H, 
ρ ya 
CgC H 3 ) , 1.52 (s, 3H, C9CgH3) . Anal, berekend voor ci^ilißbl202'' 
С, 70.29; H, 6.29; Ν, 10.93. Gevonden: С, 70.0; Η, 6.2; Ν, 
10.6. 
9, 9a-DihydïO-l, 2,9;9-tetramethyl-2-meraapto-3,1O-dioxopi-
perazino \l, 2-a\ indo le 3_3 
Droge H-S (ongeveer 10 ml) werd gekondenseerd bij -70oC 
in een oplossing van 3_2 (256 mg, 1 mmol) in droge CH2C12, 
waaraan 200 mg watervrije ZnCl2 was toegevoegd. Het glazen 
drukvat werd gesloten en het reaktiemengsel werd 16 uur bij 
kamertemperatuur geroerd, waarbij de druk op kan lopen tot 
17 atm. (Het drukvat werd verkregen van Fischer & Porter BV, 
Arnhem, samen met een bijbehorend plexiglas omhulsel. Om 
het vat, dat volgens opgave een druk van 35 atm kan verdragen, 
werd om veiligheidsredenen nog een extra plexiglas mantel 
geplaatst. Uit het gegeven dat twee maal een vat is geëxplo-
deerd zonder verdere implikaties blijkt, dat deze beveiliging 
afdoende is) . Vervolgens werd het ventiel geopend en de ont-
wijkende H-S opgevangen in 4N NaOH. Daarna werd het reaktie-
mengsel gefiltreerd en het oplosmiddel afgedestilleerd met 
behulp van een vacuüm filmverdamper. Hierbij moet vanwege 
het ontwijkende H_S wel in een zuurkast worden gewerkt. 
Op deze wijze werd 290 mg van een glasachtig materiaal ver-
kregen, dat op TLC (Rf-waarde gelijk aan die van Ъ2) slechts 
één vlek te zien gaf (AgNO, positief): NMR δ 8.43 (m, IH, 
C 5H), 7.53 (m, ЗН, С 6_ 8Н), 4.75 (s, IH, C 9 aH), 3.70 (s, ЗН, 
NMe), 3.12 (s, br, IH, SH), 2.45 (s, ЗН, C 2CH 3), 2.06 (s, 
ЗН, C 9C aH 3) en 1.52 (s, ЗН, C 9C ßH 3). 
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S j Sa-Dihydro-l, 2, 9 , Э-te trame thy 1-2 , 9a-dirneroapto-3 , 10-di-
oxopiperazino \j, 2-aJ indo le 2_4 uit 1_9 + 2^ 
Een oplossing van het mengsel 19_ + 20 (5 mmol) m 
droge CH2C12 werd in reaktie gebracht met Η,Β in aanwezig­
heid van een overmaat (7 mmol) watervrij ZnCl-, zoals dat 
is beschreven voor de bereiding van 3_3· N a filtratie en 
afdampen van het oplosmiddel ontstond een glasachtig mate­
riaal dat op TLC (2% МеОН-СН.СІ^) naast een vlek op de ba­
sislijn (2_4) ook een zwakke vlek te zien gaf die overeen­
kwam met 1_3, hetgeen wijst op de gemakkelijke oxidatie van 
24: IR (CHC13) 2570 en 2540 (SH), 16Θ5 cm
-1
 (CO); NMR δ 8.51 
(m, IH, C 5H), 7.68 (m, ЗН, С б_ 8Н), 4.27 (q, J = 1,2 Hz, IH, 
SH), 3.60 (s, ЗН, NMe), 3.44 (s, IH, SH), 2.42 (d, J = 1,2 
Hz, ЗН, C 2CH 3), 2.21 (s, ЗН, C 9C aH 3) en 1.59 (s, ЗН, CgCgHj); 
massa spektrum m/e 322 (M+), 289 (M+-SH), 288 (M+-H S), 
279 (M+-COCH3), 274 (M-SH-CH ), 273, 261, 260, 256, 255 en 
241 (M+-SH-SH-CH3). 
9,ga-Dihydro-ly2,9,9-te tv ame thy 1-2,9a-dimevcapto-Z,lO-di-
oxopipevazino [l, 2-a] indole 2Λ uit 1_3 
Aan een oplossing van 145 mg (0,43 mmol) 1_3 in 25 ml 
droge EtOH werd bij 0oC 57 mg (1,5 mmol) NaBH4 toegevoegd. 
Deze hoeveelheid NaBH4 werd nogmaals toegevoegd na 10 min 
roeren bij 0 C. De oplossing werd nog 20 min bij 0 С geroerd 
en vervolgens 15 min bij kamertemperatuur. Na afdampen van 
het oplosmiddel werd H O en CHC1, toegevoegd en de pH op 7 
gebracht met 2N H 2S0 4. De waterlaag werd tweemaal geëxtra-
heerd met CHC1, en de gekombineerde organische lagen werden 
gedroogd op Na2S04. Na filtratie en afdampen van de CHC1, 
met behulp van een vacuüm filmverdamper gaf dit 96% 24, 
identiek aan de hierboven beschreven verbinding, behalve dat 
deze verbinding (vrij van spoortjes ZnC^) geen neiging 
vertooncfe om op TLC te oxideren. 
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9,Qa-Dihydro-l, 2, 9,9-tetramethyl-23 9a-dí(methyIthio)-3310-
dioxopiperazino [l, 2-a] indole 3_4 
Een oplossing van 160 mg (0,5 mmol) 1_3 in 25 ml EtOH 
werd met NaBH. gereduceerd, zoals beschreven voor de synthe-
se van 2_4. Vervolgens werd een overmaat (2 ml) CH^I toege-
voegd en 16 uur bi3 kamertemperatuur geroerd. Na afdampen 
van het oplosmiddel en de overmaat reagens werd het residu 
opgenomen in CHCl, en gewassen met 0,1N HCl. Drogen van de 
organische laag (Na2S04), filtratie en afdampen gaf 170 mg 
(97%) 34 dat op TLC (CH2C12) slechts één, AgNO, negatieve, 
vlek te zien gaf (Rf-waarde gelijk aan die van 13): NMR 
(CDC13, TMS als interne standaard) δ 7.91 (m, IH, CgH), 7.16 
(m, 3H, C 6 _ 3 H ) , 3.17 (s, 3H, NMe), 2.33 (s, 3H, S g a M e ) , 
2.03 (s, 3H, S 2Me), 1.94 (s, ЗН, С-СН^, 1.77 (s, ЗН, 
С 9 С а Н 3 ) , 1.17 (s, ЗН, C 9C gII 3). 
Dimerisatie reaktie van 2_3 tot _36 
Een oplossing van 160 mg 2_3 in methanol werd 30 uur 
bi] kamertemperatuur bewaard, gedurende welke periode een 
wit kristallijn neerslag werd gevormd. Vervolgens werd de 
oplossing tot 1/3 van zijn volume ingedampt en 2 dagen bij 
0 С weggezet. Filtratie gaf 50 mg (33%) fijne naaldkns-
tallen (sm.pt. 310 OC), die op TLC (5% MeOH-CHClj) slechts 
één, AgNO, negatieve, vlek te zien gaven (Rf = 0,71; Rf van 
23 = 0,69). Er werden geen pogingen gedaan om uit de moeder-
loog, die naast 23. en _36. n09 twee andere produkten bevatte, 
meer materiaal te isoleren. IR (KBr) 1702 en 1680 cm (CO); 
NMR (CDC1,, tetramethylsilaan als interne standaard) & 7.91 
(m, 2H, 2 χ C 5 H ) , 7.24 (m, 6H, 2 χ C 6 _ 8 H ) , 4.16 {2 lijnen, 
IH, GT H , , , J.„ „ , = 17 Яг], 3.22 (s, ЗН, NMe), 3.15 {2 
íJ
- А (Нд-Нд; 
lijnen, IH, С 1 1 Н С , J ( H _ н j = 15 Hz} , 3.11 (s, ЗН, NMe), 
3.00 (2 lijnen, IH, C^.Hg), 2.56 (2 lijnen, IH, C ^ H ), 1.73, 
1.67, 1.60 en 1.33(singletten,3H elk, CgCHO; de toekenning 
van de protonen is gedeeltelijk gebaseerd op ontkoppelinqs-
expenmenten. Fassa soektrum (veldiomsatie) m/e 542 (100%, 
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M +) , 287 (2,5%, 23-Н) en 255 (5,3%, 23-SH). Nauwkeurige mas­
sabepaling (veld ionisatie) ; berekend voor C-,nHìnN .O.S: 
542,1987; gevonden: 542,1940. 
9, 9a-Dihydro-l, 23 9 , 9-1 e trarne thy l-2 } 9a-epidithio^3 , 1 O-di-
oxopiperazino [l, 2-α] indo le Vì_ 
Oxidatie met behulp van zuurstof - Door een oplossing van 
840 mg (2,54 mmol) 24 (bereid uit 19 + 2J)) in 15 ml 80% 
MeOH-H?0 werd, voor een periode van 2,5 uur, bij kamertem-
peratuur lucht geborreld. Verwijderen van het oplosmiddel 
en chromatografie van het residu op Sephadex LH-20 (eluens 
80% MeOH-Η,Ο, kolom 3,4 χ 167 cm, doorstroomsnelheid 52 
ml/uur, 15 ml frakties) gaf 292 mg (36%) 13 (sm.pt. 142-1440C 
omgekristalliseerd uit MeOH-H-O),hetgeen homogeen was op 
TLC (Rf = 0,50, 4% MeOH-tolueen; Rf = 0,57, 2% MeOH-CH2Cl2); 
IR (CHC13) 1692 cm"
1
 (CO); NMR δ 8.37 (m, IH, C^H), 7.62 
(m, ЗН, С 6_ 8Н), 3.47 (s, ЗН, NMe), 2.45 (s, ЗН, С 2СН 3), 
2.14 (s, ЗН, С
П
С Η
Ί
) en 1.95 (s, ЗН, С
а
С0Н.,); massa spek-
у ex J у ρ j 
trum (electron impact, slechts pieken met een relatieve 
intensiteit >20) m/e 320 (M+, 39), 256 (M+-S,, 81) en 241 
(M -S2-CH3, 100); (chemische ionisatie, NH,) m/e 338 
(M + NH 4
+
, 33), 321 (M + H +, 100) en 257 (M + H +-S 2, 71). 
Anal, berekend voor C 15
H
16
N2 02 S2 : C ' 5 6 · 2 3 ' ' H' S-03; N, 8.74; 
S, 20.01. Gevonden: C, 56.0; H, 5.1; N, 8.5; S, 20.1. 
Oxidatie met behulp van ¿odium - Een 2,5% OOlossing van I-
in pyridine werd bij kamertemperatuur druppelsgewijs toe-
gevoegd aan een oplossing van 1,61 g 2_4 (bereid volgens 
het reaktieschema 1_5 (5 mmol) -*- 1_9 + 2£ ->• 2Λ) in 75 ml 
droge CH^Clj totdat het reaktiemengsel gekleurd bleef. De 
pyridine zouten werden door filtratie verwijderd en het op­
losmiddel werd afgedestilleerd op een vacuüm filmverdamper. 
Het residu werd gezuiverd door middel van kolomchromato-
grafie op 50 g Merck kiezelgel PF254 met CHC13-CC14 (4:1 
v/v) als eluens, onder een druk van ongeveer 10 cm Hg. De 
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opbrengst aan 1_3 bedroeg 1,29 g (4,05 mmol, 81%). Het pro-
dukt was identiek aan de hierboven beschreven verbinding. 
9 , 9a-Dihydro~l,2,9,9-te trame thy 1-2}9а-ергікго-3,lO-dioxo-
piperazino \j., 2-aj indole 38 
Een oplossing van 64 mg (0,2 mmol) 13_ en 57 mg (0,22 
mmol) trifenylfosfine in 15 ml droge dioxaan werd 30 min 
bij kamertemperatuur geroerd. Afdestilleren van het oplos­
middel op een vacuüm filmverdamper, gevolgd door kolomchro-
mauografie op 17 g Merck kiezelgel PF-,. [eluens CHCl^-CCl. 
(4:1 //v)] gaf 54 mg (93%) kristallijn materiaal (sm.pt. 
ЭЭ-ЮІ^, MeOH) dat op TLC (P.f = 0,58, 2% MeOH-CH-Cl^ 
slechts één vlek te zien gaf: IR (CHC1,) 1721 cm (CO); 
NMR δ 7.91 (m, IH, C^ñ), 7.60 (m, 3Η, CgoH), 3.32 (s, ЗН, 
NMe), 2.19 (s, ЗН, C0CH,), 2.13 (s, ЗН, СГС H.,) en 1.85 
(s, ЗН, СдСдН,); massa Spektrum (electron impact) m/e 
288 (M+) , 273 (M+-CH3) en 256 (M
+
-S),· (chemische ionisatie/ 
NH3) 306 (M + NH 4
+
, 100), 289 (M + H+, 28), 276 (M + NH 4
+
-
2CH3, 31), 274 (M + NH4
+
-S, 7), 259 (M + H+-2CH3, 50) en 
257 (M + H+-S, 14). Anal, berekend voor С, ,-Η, ,N000S : С, 62.48; 
Η, 5.59; Ν, 9.71. Gevonden: С, 62.5; Η, 5.7; Ν, 9.7. 
9, 9a-Dihydro-l, 2, 9, 9-tetramethyl-?,, 9a-epitrithio-3, 1 O-di-
oxopipevazino [i, 2-α] -indo le 3_9 
Aan een oplossing van 140 mg (0,43 mmol) 2_4 in 10 ml 
ethanol-vrije CHC1·, werd onder roeren een oplossing van 
47 mg (0,43 mmol) SCI, in 3 ml ethanol-vrije СНСЦ druppels­
gewijs toegevoegd. Na 30 min roeren bij kamertemperatuur 
werd het reaktiemengsel gewassen met een 5% NaHC03 oplossing 
en vervolgens met water tot neutraal. Drogen (Na^SO.), in­
dampen en kolomchromatografie op 20 g Merck kiezelgel PF__. 
met CHC13-CC14 (4:1 v/v) als eluens, gaf 133 mg (81%) kris­
tallijn 3^ (sm.pt. 135-1360C, MeOH-HjO) . Het """H-NMR spektrum 
duidde op de aanwezigheid van twee konformeren. Op TLC 
(Rf = 0,61, 2% MeOH-CH2Cl2) was echter slechts één vlek 
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zichtbaar: IR (CHCl-j) 1682 cm"1 (CO); NMR б 8.51 en 8.76 
(2m, IH, C 5H), 7.65 (m, 3H, CgnH), 3.47 en 3.65 (2s, 3H, 
NMe) , 2.38 en 2.42 (2s, 3H, C 2CH 3), 2.12 (s, 3H, C g C ^ ) , 
1.67 en 1.69 (2s, 3H, CnCoH.,); massa Spektrum (chemische 
9
 &+3 + + + 
ionisatie, NH,) m/e 370 (M + NH4 , 46), 353 (M + H , 8), 
338 (M+ + NH4 -S, 100), 321 (M
+
 + H+-S, 37), 257 (M + H+-3S, 
72). Anal, berekend voor C 1 5
H
1 6
N 2 0 2 S 3 : C' 5 l · 1 1 ' ' H' 4·58; 
Ν, 7.95. Gevonden: С, 51.1; Η, 4.8; Ν, 7.5. 
S j 9a-Dihydvo~l, 2,9, 9-te tv ame thy 1-2, 9a-epitet-rathio—3, lO-di-
охоргретагіпо \і, 2-aJ indo le 4_0 
Het dithiol 2_4 (140 mg, 0,43 mmol) werd behandeld met 
S-Cl2 (58 mg, 0,43 mmol) in CHCl, zoals beschreven voor de 
bereiding van 3jb Kolomchromatografie op kiezelgel gaf 122 
mg (67%) 40^  dat, hoewel homogeen op TLC (Rf = 0,59, 2% MeOH-
CH-C1.) , niet wilde kristalliseren. Een oplossing van 4_0 
in MeOH-H-O bleek, volgens TLC, bij kamertemperatuur te 
disproportioneren in Sg en lagere sulfides: IR (CHC1-.) 
1670 cm-1 (CO); NMR 6 8.55 (m, IH, CjH), 7.70 (m, ЗН, С
б
_ 8Н), 
3.57 (s, ЗН, NMe), 2.41 (s, ЗН, C 2CH 3), 2.19 (s, ЗН, 
C-C H,) en 1.69 (s, 3H, C QC 0H-); massa spektrum (electron y a J y p J , 
impact) m/e 256 (M -S.) en 241 (M -S.-CH3); (chemische 
ionisatie, NH3) m/e 402 (M + NH.
4
", 48), 385 (M + H+, 83), 
370 (M + NH4
+
-S, 32), 353 (M + H+--S, 43), 338 (M + NH 4
+
-S 2, 
22), 321 (M + H +-S 2, 32), 289 (M + H
+
-S 3, 5) en 257 (M + H
+
-S 4, 
100). Anal, berekend voor C 15
H
1 6
N2 02 S4 : C' 4 6 · 8 ' H' 4 - 2 '· N' 7 • 3 '· 
Gevonden: С, 46.7; H, 4.2; Ν, 7.0. 
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H O O F D S T U K 3 
ANTIREVERSE TRANSCRIPTASE AKTIVITEIT VAN GLIOTOXINE ANALOGA 
3.1. INLEIDING 
De introduktie van het dubbele helix model van DNA door 
Watson en Crick leidde in 1953 tot een nieuwe dimensie 
in de molekulaire biologie. Dit model gaf inzicht m de 
molekulaire struktuur van het DNA en verschafte tevens een 
plausibele hypothese van de replikatie van de erfsubstantie. 
De hoofdstroom van de erfelijke informatie, van DNA via RNA 
2 
naar eiwit, werd door Crick voorgesteld in het centrale 
dogma (fig. 3.1., gearceerde pijlen). In de zestiger jaren 
3 
werd daaraan de door Spiegelman ontdekte RNA-replikatie 
(4) toegevoegd. Een belangrijke aanvulling was ook de door 
4 
Temin gevonden en met dierlijke, kankerverwekkende RNA-
virussen geassocieerde, omgekeerde transknptie (5) , een 
RNA-afhankelijke DNA synthese. In 1970 toonde Temiη het bij 
0A 
1. D N A - r e p l i k a t i e 
2 . T r a n s k n p t i e 
3. Translatie 
4. RNA-replikatie 
5. Omgekeerde transkriptxe 
6. Onbekend 
3.1. Het centrale dogma 
dit proces betrokken enzym, het reverse transcriptase, aan 
in Rous sareoma virus . Onafhankelijk en gelijktijdig rap­
porteerde Baltimore de aanwezigheid van het reverse trans­
criptase in zowel hetzelfde virus als in Rausaher levkemie 
virus. Uit latere onderzoekingen op dit terrein kan men 
konkluderen dat het reverse transcriptase karakteristiek 
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13 voor RNA-tumor virussen. Deze virussen spelen een belang­
rijke rol bij de ontwikkeling van verschillende dierlijke 
Q 
tumoren . Over de funktie die zij hebben bij een aantal 
vormen van kanker bij de mens, zijn de meningen nog ver­
deeld9. 
De levenscyclus van RNA-tumor virussen is schematisch 
weergegeven in figuur 3.2. . Spoedig na de penetratie (1) 
van het buitenste celmembraan wordt het virale RNA overge-
3.2 / \ 
4 У 
schreven onder vorming van een dubbel-strengig DNA (2), ver­
moedelijk via een RNA-DNA hybride als intermediair. Hierbij 
wordt gebruik gemaakt van het virus-specifleke enzym reverse 
transcriptase. Vervolgens wordt het DNA getransporteerd 
naar de kern, waar het wordt ingebouwd in het chromosomaal 
DNA van de gastheer (3). Na deze integratie wordt het soort-
vreemde DNA overgeschreven onder vorming van RNA-ketens (4), 
waarvan de meeste worden gebruikt als matrijzen voor de 
synthese van virus-specifleke eiwitten (5). Het 35S virale 
RNA wordt daarna door de virale kern-eiwitten ingekapseld 
en de aldus gevormde virus-kerntjes bewegen zich naar het 
celmembraan, dat bij geïnfekteerde cellen virale envelop-
eiwitten bevat (6). Virions ontstaan door de omhulling van 
virus-kerntjes met een gedeelte van het celmembraan (7). 
Belangrijk is dat dit gebeuren niet zodanig interfereert 
met de normale cellulaire processen, dat de cel sterft. 
Elke, met een RNA-tumor virus geïnfekteerde cel en alle 
daaraan door celdeling afgeleide dochtercellen produceren 
zodoende voortdurend nieuwe virus deeltjes 
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Voor zover RNA-tumor virussen celtransformatie ver-
oorzaken, is het duidelijk dat bij nieuwe infekties het 
reverse transcriptase noodzakelijk is om deze transforma-
12 tie te initiëren . Remmers van het reverse transcriptase 
zouden deze kwaadaardige transformatie tegen kunnen gaan 
en misschien bruikbaar kunnen zijn bij het voorkomen van 
neoplastisahe ziekten. Overeenkomstig hun werkingsmecha-
nisme kunnen Inhibitoren van het reverse transcriptase wor-
den verdeeld in agentia die direkt aan het enzym binden 
(bijvoorbeeld rifamycine en streptovancine) / substraat 
analoga (bijvoorbeeld araCTP: 1-ß-D-arabinofuranosylcytosine 
5'-trifosfaat), template primer analoga (bijvoorbeeld gemo-
dificeerde polynbonucleotiden) , agentia die zich binden 
aan de template (bijvoorbeeld daunomycme, distamycine, 
ethidium bromide/ adriamycine) en agentia die met essen-
>als ZriZ 
10a,12 
tiële kofaktoren zoa n komplexeren (bijvoorbeeld 
ortho-f enantrolme ) 
In het voorgaande hoofdstuk werd de synthese beschreven 
van de epipolythiodioxopiperazines 1^4. Deze verbindingen 
zijn analoga van het gliotoxine 5^ De antivirale aktiviteit 
3 3
 л
 Me 
-Me 
0*4-%e 
Me CH2OH 
I n=1 2.n = 3 5. 
2n=2 «n = 4 
van gliotoxine werd voor het eerst vermeld in 1964 door 
Rightsel c.s. . De verbinding mhibeerde het cytopatisch 
effekt van poliovirus in cel kuituren reeds bij koncentra-
14 ties kleiner dan 0,014 ug/ml. In een latere publikatie 
werd het remmend effekt van gliotoxine op de replikatie 
van poliovirus toegeschreven aan een specifieke inhibitie 
van de synthese van virus RNA. Onlangs werd gevonden dat 
gliotoxine en acetylaranotine het RNA-polymerase van 
Coxsackie virus mhiberen bij koncentraties die enkele 
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orden van grootte lager liggen dan de koncentraties die 
nodig zijn voor de inhibitie van het RNA-polymerase van de 
gastheer cel . Nog voordat de synthese van verbinding 2 
was afgerond, vernamen wij van Temin dat het gliotoxine 
zelf de endogene, RNA-afhankelijke DNA-polymerase (reverse 
transcriptase) aktiviteit van Rous sarcoma virus voor 75% 
inhibeerde bij een koncentratie van 50 pg/ml, terwijl de 
DNA-afhankelijke DNA-polymerase aktiviteit van hetzelfde 
virus niet werd geremd. 
Dit hoofdstuk beschrijft de remmende werking van de 
gesynthetiseerde gliotoxine analoga 1-4 op het reverse trans-
criptase. In de diskussie wordt tevens ingegaan op de re-
sultaten die voor analoge verbindingen zijn gevonden bij het 
in de hoofdstukken 4 en 5 beschreven onderzoek. Op basis 
van de tot nu toe bekende gegevens wordt een mogelijk wer-
kingsmechanisme op molekulair niveau gepostuleerd. 
3.2. REMMING VAN HET REVERSE TRANSCRIPTASE DOOR GLIOTOXINE 
ANALOGA* 
3.2.1. Effekt van het aantal swavelatomen 
De bepaling van het remmend vermogen van de verbin-
dingen _!-£ op het reverse transcriptase kan op de volgende 
wijze geschieden. De mate van remming is gerelateerd aan 
de hoeveelheid DNA die onder invloed van het RNA-tumor 
virus wordt gesynthetiseerd. Deze hoeveelheid kan worden 
3 
bepaald met behulp van radioaktief ( H)-gemerkt thymidine-
trifosfaat, door na een bepaalde inkubatietijd het gevormde 
DNA te precipiteren en de radioaktiv!teit (de hoeveelheid 
3 17 
ingebouwde ( H)—thymidinemonofosfaat) hiervan te meten 
Figuur 3.4 laat zien dat alle vier de gliotoxine 
analoga U-4) de DNA polymerase aktiviteit van Moloney 
*De in deze paragraaf beschreven testen werden uitgevoerd 
door Prof.Dr. E. De Clercq, Rega Instituut, Katholieke 
Universiteit Leuven, België 
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muize Ъеикетчіе virus (Mo-MuLV) mhiberen. De mate van in­
hibitie blijkt afhankelijk te zijn van het aantal zwavel-
atomen in de epipolythiodioxopiperazine ring. Het tetra- en 
trisulfide zijn effektievere remmers dan het disulfide, 
dat op zijn beurt een hogere aktiviteit vertoont dan het 
monosulfide. Dit verschil in antireverse transcriptase akti-
koncentratie (ug/ml) 
3.4. Effekt van de analoga 1 (A), 2 (f), 3 (·) en 4 (•) op 
de DNA-polymerase aktiviteit; Me2SO kontrole (o) 
viteit kan het best worden waargenomen bij koncentraties 
van 40 pg/ml. Bij 4 yg/ml vertoont geen van de verbindingen 
een signifikante inhibitie, terwijl bij 400 pg/ml het di-, 
tri- en tetrasulfide de RNA-afhankelijke DNA-polymerase 
aktiviteit bijna volledig teniet doen. De gevonden aktivi­
teit van de analoga 2-4 ligt in dezelfde orde van grootte 
als die van het gliotoxine zelf (75% inhibitie bij 50 yg/ml) 
Dat de inhibitie van het reverse transcriptase die bij 
deze in vitro testen werd waargenomen in relatie staat tot 
veranderingen, die deze analoga teweeg brengen in in vivo 
processen, welke het enzym induceert, wordt aannemelijk uit 
de volgende waarnemingen. Het vermogen van Moloney muize 
saraoma virus om in МО-cellen van de muis "foci" te induce­
ren, wordt duidelijk gereduceerd door de gliotoxine analoga 
2-4 (tabel 3.5). Reeds bij lage koncentraties (0,1-1 ug/ml) 
wordt een signifikante inhibitie van deze kwaadaardige 
transformatie bereikt. Bij hogere koncentraties (» 10 yg/ml) 
zijn deze verbindingen of het oplosmddel Me2S0 echter 
toxisch voor de cel. De volgorde in гп vivo aktiviteit van 
44 
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3.5. Effekt van de gliotoxine analoga U-4) op de vor­
ming van "foci" in МО-cellen, als gevolg van een 
infektie met muize sarcoma virus. N: normale cel 
morfologie; TOX: mikroskooische verandering in de 
cel morfologie. 
de gliotoxine analoga komt overeen met hun relatieve in 
vitro aktiviteit; het tetra- en trisulfide zijn aktiever 
dan het disulfide, terwijl het monosulfide nagenoeg geen 
aktiviteit vertoont. 
3.2.2. Effekt van divalente kationen 
Om na te gaan of de gliotoxine analoga de reverse trans­
criptase reaktie inhiberen door komolexatie van het epithio-
dioxopiperazine gedeelte met essentiële divalente kationen, 
werd de antireverse transcriptase aktiviteit van het tetra-
sulfide _4 gemeten in aanwezigheid van verschillende koncen-
2+ 2+ 2+ traties Mn en Zn . Mn werd getest omdat dit divalente 
kation aanwezig moet zijn in het standaard reaktiemengsel. 
2+ Zn werd gekozen omdat er een sterke aanwijzing is dat de 
RNA-afhankelijke DNA polymerases, zoals andeœDNA polyme-
1 o 
rases (bijvoorbeeld E. coli DNA polymerase I) zink houden-
19-23 de metalloenzymen zijn . Agentia waarvan bekend is dat 
ze met zink een chelaat vormen (bijvoorbeeld ortho-fenantro-
line) remmen het reverse transcriptase, terwijl niet kom-
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plexerende isomeren (bijvoorbeeld meta-fenantroline) dat 
21 22 2+ 
niet doen ' . Figuur 3.6 laat zien dat de Mn -koncentra-
tie,nodig voor een maximale DNA synthese, niet verandert 
door het toevoegen van het gliotoxine analogon 4_ en dat dit 
2+ 
analogon de DNA synthese bij elke Mn koncentratie in 
dezelfde mate inhibeert. Deze gegevens suggereren dat de 
aktiviteit van dit epipolythiodioxopiperazine niet te wijten 
is aan een komolexatie met Mn 2+ Evenzo kan de inhibitie 
van de DNA synthese niet worden verzwakt door toevoegen van 
2+ 2 + 
Zn aan het reaktiemengsel, zelfs niet wanneer zoveel Zn 
wordt toegevoegd dat deze zelf de polymerase reaktie inhi­
beert (figuur 3 . 7 ) . De werking van dit gliotoxine analogon 
kan dus ook niet worden toegeschreven aan een chelaat vor-
2+ 
ming met Zn 
60 160 320 640 1260 
.6: Invloed van verschillen­
de MnClj koncentraties 
op de DNA synthese in 
aanwezigheid (o) en afwe­
zigheid (·) van verbin­
ding 4 (40 yg/ml) 
3.7: 
ZnCl2 (μΜ) 
Invloed van verschillen­
de ZnCl2 koncentraties 
op de DNA synthese in 
aanwezigheid (o) en afwe­
zigheid (·) van verbin­
ding 4 (40 yg/ml) 
Andere divalente kationen die werden onderzocht op een 
mogelijk antagonistisch of synergistisch effekt met de 
2+ 2+ 2+ Ni en Pb . „ 2+ . 
Van Cu is 
gliotoxine analoga, zijn Cu 
bekend dat het de antireverse transcriptase aktiviteit van 
46 
thiosemicarbazon versterkt . In overeenstemming met vroe-
24 gere waarnemingen leidde toevoeging van PbCljf NiSO« en 
vooral CuSO> tot een signifikante inhibitie van de reverse 
transcriptase aktiviteit. Het gliotoxine analogon £ behield 
echter zijn remmend effekt OD de DNA polymerase reaktie in 
aanwezigheid van toenemende koncentraties Pb , Ni en Cu ; 
zijn aktiviteit werd ook niet beïnvloed door de gelijktij-
dige aanwezigheid van deze divalente kationen. 
3.2.3. Effekt van dithiothreitol 
In hoofdstuk 5 wordt vermeld dat het disulfide 2_ in 
staat is het dithiothreitol b_ te oxideren, en zodoende zelf 
gereduceerd wordt (schema 3.8). Nu wordt dithiothreitol 
3 8 Me Me 
• M * OH OH Me OH OH 
SH 
Ρ 
r V * t\ • • T . M 
о Д г Х м е S" SH O ^ ^ M e S-S* 
2 ¿e 6 2 Me SH £ 
altijd toegevoegd aan het reverse transcnntase testmengsel, 
om de reaktiesnelheid te optimaliseren en de desintegratie 
van het virus te vergemakkelijken. Men zou kunnen veronder-
stellen dat de inhibitie dan wordt veroorzaakt door een 
reaktie van de analoga met het dithiothreitol in plaats van 
met het enzym zelf. Dat verbindingen die de oxidatie van 
dithiothreitol katalyseren in staat zijn een inhibitie van 
het RNA-afhankelijke DNA polymerase te weeg te brengen, 
is onlangs aangetoond voor 6-(p-hydroxyphenylazo)-uracil 
25 (HPUra) . De inhibitie van de DNA-polymerase reaktie door 
de gliotoxine analoga kan echter niet worden toegeschreven 
aan een inaktivenng van het dithiothreitol. Het bleek 
namelijk dat het analogon £ bijna even aktief is bij vol-
ledige afwezigheid van dithiothreitol als in aanwezigheid 
hiervan tot koncentraties van ca. 6,4 mM. Wanneer de kon-
centratie van dithiothreitol hoger werd (>6,4 mM) bleek ver-
binding £ niet meer in staat de reverse transcriptase 
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binding £ (40 yg/ml). 
reaktie te inhiberen (figuur 3.9). Deze resultaten sugge-
reren dat 4_ en waarschijnlijk alle andere gliotoxine analoga 
alleen als zodanig een inhiberende aktiviteit vertonen en 
dat niet hun gereduceerde vorm het werkzaam agens is op 
het reverse transcriptase. Een soortgelijk effekt werd ge-
2 fi 
vonden door Trown en Bilello voor de remmende werking 
van sommige epidithiodioxooiperazines op het virale RNA-
afhankelijke RNA-polymerase van polio virus. Zij postuleren 
dat deze verbindingen het enzym inhiberen via de vorming 
van een gemengd disulfide met een essentiële merkaptogroep. 
Eenzelfde mechanisme zou kunnen worden gehanteerd als een 
verklaring voor de inhiberende werking van de gliotoxine 
analoga op de RNA-afhankelijke DNA polymerase aktiviteit 
van RNA tumor virussen (schema 3.10). Een ondersteuning 
voor deze hypothese werd verkregen uit een gel filtratie 
310 Me 
-Me 
0* 
Me 
HS-enzym 
4Me 
Me Me 
-Me 
SH 
^Me 
S-5-enzym 
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experiment*. Op een Sephadex G-50 kolom zal het reverse 
transcriptase met de "void volume marker" (dextraanblauw) 
en het vrije, veel kleinere gliotoxine analogon 4 met de 
eindmarker (fenolrood) meelopen. Toen alleen het enzym op 
de kolom werd gebracht, bevatte het void volume ca. 33% van 
de opgebrachte enzym aktiviteit. Werd echter enzym samen 
met 4 op de kolom gebracht, dan werd slechts 0,09% van de 
opgebrachte aktiviteit m het void volume teruggevonden. 
Deze inaktivenng van het reverse transcriptase kan het ge­
volg zijn van een kovalente band met het effektor molekuul. 
Het is echter ook mogelijk, dat dit laatste het enzym op een 
andere wijze modificeert; gedacht kan worden aan bijvoor­
beeld een oxidatie**. Indien de gliotoxine analoga inderdaad 
behoren tot de klasse van substancps thiolopvives** *, dan 
moet dat kunnen worden aangetoond met behulp van een radio-
aktief gemerkt analogon. 
3.3. ONDERZOEK NAAR DE AARD DER INTERAKTIE TUSSEN HET REVERSE 
TRANSCRIPTASE EN GLIOTOXINE ANALOGA 
3.3.1. Synthese van vadboaktief gemerkte analoga 
Van de vijf verschillende atomen (C, H, N, O, S) die 
in het gliotoxine analogon 2_ aanwezig zijn, komen voor de 
invoering van een radioaktieve label alleen C, S en H 
m aanmerking; de halfwaarde tijden van de isotonen N en 
O zijn extreem kort. 
* Dit experiment werd uitgevoerd door W.G. Hesselink, af­
deling Biochemie (Dr. H.P.J. Bloemers), Katholieke Uni­
versiteit Nijmegen. 
27 
** Reeds in 194Θ postuleerde Huisman dat de biologische 
aktiviteit van gliotoxine verklaard zou kunnen worden door 
een oxidatie van essentiële merkapto funkties tot de 
overeenkomstige disulfides. 
2 8 
***Deze uitdrukking werd door Bacq geïntroduceerd voor 
verbindingen die aktieve groepen bezitten, welke met 
SH-enzym systemen van mikro-organismen kunnen reageren. 
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Overwogen werd voor de inbouw van 1^C gebruik te maken 
14 
van ( O—pyrodruivezuurchlonde (schema 3.11, zie ook hoofd-
stuk 2). Om een binding aan het reverse transcriptase 
3.11 Me 
m -Me PMeCOCOCI :^c=o 2)H2sizna2 
¿H-Me 3 ) ,2 
duidelijk aan te kunnen tonen, moet de snecifieke aktiviteit 
van het тіпаіодоп 20-50 mCi/mmol bedragen. De maximale ak­
tiviteit waarmee in een C-laboratonum img worden gewerkt, 
is voor de synthese van deze verbinding echter beoerkt tot 
1 mCi. Dit houdt in dat de bereiding van pyrodruivezuur­
chlonde zou moeten gebeuren op een schaal kleiner dan 
0,05 mmol (^ 5 mg). Dit was een onaanvaardbare beperking, 
omdat bij de synthese dit zuurchloride via een destilla-
29 tie moet worden geïsoleerd 
Nog ongunstiger leek S labeling, indien hiervoor 
H? S gebruikt zou worden. Op de eerste plaats is het werken 
met een radioaktief gas een riskante bezigheid en op de 
tweede plaats wordt de reaktie uitgevoerd met een zeer grote 
overmaat aan H2S, hetgeen een inefficiënt gebruik van dit 
isotoop zou meebrengen. Een alternatief is de synthese van 
het ( S)-trisulfide 2· Insertie van zwavel in een epidithio-
dioxopiperazine is m de literatuur door verschillende 
auteurs beschreven ' . Zelf hadden wij reeds gevonden, dat 
wanneer een dimerkapto dioxopiperazme wordt geoxideerd 
met I- in pyridine m aanwezigheid van Sg, de overeenkomstige 
di-, tri- en tetrasulfides worden gevormd. De beste methode 
voor insertie van zwavel bleek uiteindelijk de behandeling 
van een epidithiodioxopiperazine met So in pyridine te zijn 
Op deze wijze kon met behulp van radioaktieve zwavel uit 2_ 
het ( S)-gliotoxine analogon _3 in een lage opbrengst (16%) 
verkregen worden. Een voorraad oplossing voor de biologische 
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testen werd verkregen door deze verbinding op te lossen 
m Me2S0. Het bleek echter dat het trisulfide in dit oplos-
middel disproportioneert in di-en tetrasulfide en S« De ver-
kregen biologische gegevens waren niet bruikbaar, omdat bij 
de ontleding van het trisulfide, hoofdzakelijk het gemerkte, 
centrale zwavelatoom verloren gaat 
Om bovenstaand probleem te omzeilen, werd besloten over 
te gaan tot de synthese van een tritium gemerkt disulfide 
analogon. Om redenen die hiervoor zijn uiteengezet, kon ook 
hier geen gebruik worden gemaakt van ( H)—pyrodruivezuur-
chloride; bovendien zou hiervan één waterstofatoom tijdens 
de synthese worden uitgewisseld (hoofdstuk 2). Voor de in-
bouw van een tritium label kan echter een andere methode 
worden gebruikt: protonen van een verbinding kunnen worden 
uitgewisseld met tritium atomen door behandeling met ge-
tntieerd water in tnfluorazijnzuur. De enige, voor de 
synthese bruikbare, verbinding die onder deze omstandigheid 
voldoende stabiel is, is het indolenine-carboxamide 9_ 
(schema 3.11). Nadat een aantal keren met "koud" 9_ was uit-
getest, hoe een synthese van 2^  op kleine schaal (3 mg) goed 
kan worden uitgevoerd, werd deze verbinding voor tritiënng 
aangeboden aan het Radiochemical Centre Amersham (Verenigd 
Koninkrijk). Het terug ontvangen indolenine-carboxamide 
werd met behulp van dunnelaag chromatografie gezuiverd, 
hetgeen 4 mg van verbinding 9_ opleverde met een specifieke 
aktiviteit van 37 mCi/mmol. Uitgaande hiervan kon na de 
driestaps synthese (schema 3.11) 1,1 mg van verbinding 2 
met een specifieke aktiviteit van 28 mCi/mmol worden ge-
ïsoleerd. Het verlies aan aktiviteit kan worden toegeschre-
ven aan een uitwisselingsreaktie bij de behandeling met H-S/ 
ZnCl,; het na de additie ongevangen H2S bleek namelijk 
radioaktief te zijn. 
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3.3.2. Interaktie van gelabeld gl-Lotoxine analogen 2_ met 
strukturele komponenten van muïze leukemie virus* 
De eventuele vorming van een kovalente band tussen 
het gliotoxme analogon ¿ en het reverse transcriptase, 
werd bestudeerd met behulp van Polyacrylamide gel elektro-
forese, gevolgd door autoradiografie. Wanneer een derge-
lijke band ontstaat, zal bij gebruik van radioaktief ge-
merkt 2_ op de plaats van het reverse transcriptase radio-
aktiviteit worden gevonden. Een kovalente band tussen 2 
en het enzym kon uit het resultaat van een direkt kontakt 
tussen het tritium gemerkt 2^  en Moloney muize leukemie virus 
niet worden afgeleid; op de plaats van het reverse trans-
criptase werd geen radioaktiviteit gevonden. Hieruit mag 
echter niet worden gekonkludeerd dat geen band aanwezig is. 
Immers, door de geringe hoeveelheid reverse transcriptase 
— 8 (ca. 10 mmol) in het testmengsel (zie tabel 3.12) en de 
relatief lage aktiviteit van het analogon (28 mCi/mmol) zal 
op de plaats van het enzym bij binding met 2_ een aktiviteit 
aanwezig zijn in de orde van grootte van de detektie grens. 
3.12: Strukturele eiwit samenstelling van muize-retrovirussen 
viraal eiwit gew.% 
gagj pol en env ¿ijn de benamingen 
van de genen op het RNA virus, die de 
informatie dragen van de desbetref-
fende eiwitten. 
p30: proteïne met M = + 30.000 
gp : glycoproteïne 
p70: reverse transcriptase 
32 
gag-
pol: 
env. 
pl5 
pl2 
p30 
plO 
p70 
gp70 
pl5(E) 
pl2(E) 
13 
7 
50 
4 
1 
10 
2 
13 
'Deze testen werden uitgevoerd door B.J. de Vries, afdeling 
Biochemie (Dr. H.P.J. Bloemers), Katholieke Universiteit 
Nijmegen. 
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In deze test kon wel onomstotelijk worden vastgesteld, dat 
het strukturele eiwit p30 (zie tabel 3.12) door het analogon 2^  
wordt gebonden. Bovendien waren er op het autoradiogram 
nog drie bandjes te zien, waarvan één dezelfde elektrofore-
tische mobiliteit vertoonde als het strukturele virale eiwit 
pl2(E). De andere twee migreerden sneller door de gel; 
hoewel hun identiteit met kon worden vastgesteld, werd wel 
aangetoond dat ze niet identiek zijn aan pl2 of plO*. Ge-
zien de onderstelling dat een kovalente binding door een 
disulfide-thiol uitwisseling (§ 3.2.3.) tot stand zou kunnen 
komen, moet hierbij worden opgemerkt dat de binding met p30 
wordt verbroken door ß-merkapto-ethanol. Bovendien werd 
aangetoond dat het рЗО-dimeer, dat allen kan worden gevormd 
in afwezigheid van reducerende agentia, geen binding met 
het analogon 2_ aangaat. 
Om met behulp van het gemerkte analogon 2 toch een 
uitspraak te kunnen doen omtrent een eventueel gevormde 
kovalente band tussen dit effektor molekuul en het reverse 
transcriptase zou bij gel elektroforese een hogere koncen-
tratie van dit enzym moeten worden opgebracht. Daarom werd 
250 μΐ van een cellysaat, geïnfekteerd met Moloney тигге 
leukemie virus, m kontakt gebracht met het gemerkte ana­
logon 2. Vervolgens werden met Rauscher muize leukemie virus -
antiserum (immunoglobulines) de virus specifieke eiwitten 
gekomplexeerd. Na precipitatie werden deze eiwitten weer 
vrijgemaakt en onderworpen aan gel elektroforese gevolgd 
door autoradiografie. Helaas werd bij deze test nergens 
op de gel radioaktiviteit gevonden, ook niet op de plaats 
van p30. De methode van precipiteren voldeed wel, omdat 
*Een interessante bijkomstigheid is dat met oehulp van deze 
methode een nog onbekend eiwit kon worden aangetoond in 
het Sindbis virus, dat evenals RNA tumor virussen een 
ssRNA genoom bezit. Dit eiwit, dat via de normale detektie-
methoden niet zichtbaar is, heeft een molekuul gewicht 
van 12.000 en komt misschien overeen met het 12 kD eiwit 
van het Semliki Forest virus. 
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immunoprecipitaties van S-gelabeld cellysaat van met 
Moloney muize leukemie virus geïnfekteerde cellen duidelijke 
bandjes gaven op het autoradiogram. Zeer waarschijnlijk wordt 
een binding tussen de eiwitten en het analogon 2_ weer ver-
broken door de aanwezige immunoglobulines. Of alleen speci-
fieke, tegen eiwitten van het Moloney muize leukemie virus 
gerichte, immunoglobulines hiervoor verantwoordelijk zijn 
of dat ook a-specifieke immunoglobulines een binding van de 
makromolekulen met 2^  verbreken, is nog niet nagegaan. 
Omdat ook dit laatste experiment geen uitsluitsel kon 
geven omtrent het ontstaan van een eventuele kovalente band 
tussen 2^  en het reverse transcriptase, lijkt het zinvol een 
test uit te voeren op het gezuiverde reverse transcriptase 
van aviair myeloblastosis virus, dat overeenkomst vertoont 
met het reverse transcriptase van Moloney muize leukemie 
virus, 
3.4. SAMENVATTING EN DISKUSSIE 
De gliotoxine analoga l_-4 kunnen worden beschouwd als 
effektieve remmers van de in vitro reverse transcriptase 
aktiviteit van RNA tumor virussen. In vivo inhiberen zij de 
cel transformatie, veroorzaakt door infektie met Moloney 
muize sarcoma virus. Daar deze analoga, en de analoga be-
schreven in hoofdstuk 4, geen inhiberende aktiviteit ver-
tonen op andere virussen, zoals ,het rhinovirus type 2*, 
het Coronavirus type 229E* (RNA virussen die geen reverse 
transcriptase bezitten) en het herpes simplex virus (DNA 
virus)*, en ook het DNA-afhankelijke RNA-polymerase van 
E. aoli niet remmen**, kan zelfs met enige voorzichtigheid 
* Deze testen werden uitgevoerd door Dr. B. Hesp, Imperial 
Chemical Industries Limited, Verenigd Koninkrijk. 
**Deze test werd uitgevoerd door Dr. R.N.H. Konings, afde-
ling Microbiologie, Katholieke Universiteit Nijmegen. 
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worden gesproken van een selektieve inhibitie. Daar echter 
bekend is dat gliotoxine (5) zelf behalve het reverse 
— 14 2 6 
transcriptase ook het RNA-replikase van poliovivus ' en 
van Coxsackie virus remt, lijkt een onderzoek naar de 
selektiviteit van alle door ons gesynthetiseerde gliotoxine 
analoga zinvol*. 
Een opmerkelijke struktuur-aktiviteitsrelatie werd ge-
vonden voor de gliotoxine analoga _l-4^ . Het tetra- en t n -
sulfide bleken het reverse transcriptase effektiever te 
remmen dan het disulfide, dat op zijn beurt aktiever was 
dan het monosulfide. Deze afhankelijkheid van het aantal 
zwavelatomen in de dioxopiperazinering, alsmede het ver-
lies van aktiviteit bij reduktie van de disulfidebrug, 
doen vermoeden dat de werking van deze epipolythiodioxo-
piperazines berust op een disulfide-thiol uitwisselings-
reaktie. In dit verband moet worden opgemerkt, dat een 
analoge verbinding, waarin de disulfide funktie door een 
-SCH,- eenheid is vervangen, geen antireverse transcriptase 
33 
aktiviteit vertoont 
Een ondersteuning van bovenstaande hypothese werd ver-
kregen uit een röntgenstruktuur analyse van 2 (hoofdstuk 5) . 
De in het epidithiodioxopiperazine aanwezige ring- en torsie-
spanning kunnen het verbreken van de S-S band, ten gevolge 
van een nukleofiele aanval door bijvoorbeeld merkaptanen, 
vergemakkelijken. De eventuele vorming van een kovalente 
band tussen het disulfide analogon 2 en het reverse trans-
criptase kon met behulp van radioaktief gemerkt 2 tot nog 
toe niet worden aangetoond. Wel werd met behulp van gel 
elektroforese onomstotelijk vastgesteld dat er een dergelijke 
band wordt gevormd tussen 2^  en het strukturele virale eiwit 
p30. Laatstgenoemd eiwit en het reverse transcriptase zijn 
twee proteïnen die gelokaliseerd zijn in het kerntje van 
het virus. Onlangs werd aangetoond dat het p30 van retro-
*Dit onderzoek wordt momenteel verricht door Astra Läkemedel 
AB, Sódertalje, Zweden. 
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virussen zowel intra- als interspecifiek een komplex vormt 
met het reverse transcriptase; één molekuul reverse trans-
criptase is gekomplexeerd met ongeveer twaalf molekulen p30. 
Dit multiproteïn komplex bezit een DNA-polymerase aktiviteit 
die ongeveer drie maal zo groot is als die van het reverse 
34 35 transcriptase alleen ' . Daar de remming van de gliotoxine 
analoga op de DNA synthese echter veel groter is dan het 
synergistisch effekt van p30 op het reverse transcriptase, 
kan de gevonden inhibitie niet worden verklaard met het ver-
hinderen van deze komplexvorming. Een mogelijke verklaring 
zou kunnen zijn dat de gliotoxine analoga zich binden aan 
het gehele рЗО-reverse transcriptase komplex. Hierdoor kan 
het multiproteïn systeem een allosterische transformatie 
ondergaan, met als gevolg een groot verlies aan aktiviteit 
van het reverse transcriptase. Uit de resultaten van hoofd-
stuk 4 ontstond bovendien de indruk dat, naast een inter-
aktie met de sulfidebrug, ook de lipofiliteit van de analoga 
een belangrijke faktor is bij de remming van de DNA synthese; 
de meest lipofiele verbinding vertoont de sterkste inhibitie. 
Met de bovenstaande en enkele in volgende hoofdstukken 
vermelde gegevens zouden wij het volgende schematische beeld 
voor het werkingsmechanisme van deze gliotoxine analoga wil-
len voorstellen (figuur 3.13). De ruimtelijke bouw van de 
3.13 
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gliotoxine analoga kan worden opgevat als een min of meer 
vlakke struktuur met bijna loodrecht daarop de polysulfide 
funktie (zie bijvoorbeeld figuur 5.7, hoofdstuk 5). Deze 
zwavelbrug past m een "sleutelgat" van het, voor de DNA 
synthese verantwoordelijke, enzym systeem. Dit is mogelijk 
een komplex van het reverse transcriptase met ongeveer 
34 twaalf p30 eiwitten . Een hydrophobe mteraktie van het 
analogon met lipofiele groepen van het enzym systeem zorgt 
voor de primaire komplexvorming. De volgende stap is de 
vorming van een kovalente band met een essentiële SH-groep; 
deze reaktie is vergemakkelijkt door zijn gunstige entropie 
faktor en door de verhoogde reaktiviteit van de sulfidebrug. 
Wanneer in het enzym systeem aan beide zijden van het 
"sleutelgat" lipofiele groepen aanwezig zijn, dan zal A 
ongeveer dezelfde aktiviteit vertonen als zijn spiegelbeeld 
B, met andere woorden de chiraliteit van de bruggehoofd atomen 
is niet van belang voor de biologische aktiviteit (hoofdstuk 
5). Dat het aanbrengen van lipofiele groepen aan de andere 
zijde van de disulfide brug in het gliotoxine analogon 2 
(A •+ G, hoofdstuk 4) de biologische aktiviteit verhoogt, is 
met het bovenstaande beeld goed in overeenstemming. Het in 
figuur 3.13 weergegeven model suggereert de ruimtelijke 
nabijheid van twee SH funkties van twee p30 proteïnen. In 
overeenstemming hiermee is het waargenomen gemak waarmee 
p30 dimenseert onder vorming van een disulfide. Ook de 
hogere aktiviteit van het tri- en tetrasulfide (D) kan met 
dit beeld worden verklaard; zonder de totale oxidatiestaat 
te veranderen, kunnen nu twee p30 eiwitten aan één gliotoxine 
analogon worden gebonden (schema 3.14). 
3K | ^S-S-p30 
+ 2 НЗ-рЗО » ι ] + η/θ Sg 
"S—S—рЗО 'Лс
м 
Hoewel m het bovenstaande beeld wordt gesuggereerd dat 
de gliotoxine analoga ¿ich alleen binden aan het рЗО, kan 
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een direkte binding aan het reverse transcriptase niet 
worden uitgesloten. Ook kan niet met zekerheid worden ge-
steld, dat alle epidithiodioxopiperazines het reverse 
transcriptase via eenzelfde mechanisme inhiberen. 
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3.5. EXPERIMENTEEL GEDEELTE 
Door het verschil in afkomst van de Moloney muize 
leukemie virus standaard preparaten en het verschil in spe­
cifieke radioaktiviteit van de gebruikte [( H)-methyl]dTTP 
batches, kunnen de data van de onderstaande testen niet 
onderling worden vergeleken. 
Invloed van het aantal zwavelatomen op de DNA -polymerase 
aktiviteit geassocieerd met Moloney muize leukemie virus 
(fig. 3.4) 
Het standaard testmengsel (250 μΐ) bevatte 40 mM 
Tris-HCl (pH 7,8), 50 m NaCl, 4 mM MnCl2, 1,6 mM dithio-
threitol, 0,0125% (v/v) Triton X-100, 0,64 mM van zowel 
dATP, dCTP als dGTP, 0,035 mM [(3H)-methyl]dTTP, 20 yl van 
een virus voorraad suspensie en verschillende koncentraties 
van de gliotoxine analoga. Daar de voorraad oplossingen van 
de analoga bereid waren in dimethylsulfoxide (10 mg/ml) werd 
ook het effekt van Me2SO op de DNA polymerase aktiviteit be­
paald. De eindkoncentraties van Me2SO in de testmengsels wa­
ren respektievelijk 0,2 , 2 en 4% bij analoga koncentraties 
van 4, 40 en 400 yg/ml. De testmengsels werden geïnkubeerd 
bij 370C. Na 30 min, 60 min en 120 min werden daaruit hoe-
veelheden van 50 yl gepipetteerd, die werden getest op zuur-
geprecipiteerde radioaktiviteit zoals beschreven door De 
17 Clercq en Claes . Opgemerkt moet worden dat geen carbopol 
aan de testmengsels werd toegevoegd. In fig. 3.4 zijn de 
resultaten gegeven voor een inkubatietijd van 60 min. Bij 
de andere inkubatietijden werd een soortgelijk effekt waar-
genomen. 
Invloed van MnCl* op de remming van de DNA synthese (fig. 3.6) 
Op MnCl. na, werden de testmengsels samengesteld zoals 
hierboven beschreven. MnCl- werd toegevoegd in oplopende 
koncentraties: 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 6 4 mM. 
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De reaktiemengsels werden 60 min bij 37 С ge'ínkubeerd, 
waarna 100 μΐ werd getest op zuur-geprecipiteerde radio-
aktiviteit. 
Invloed van ZnCl. op de remming van de DNA synthese (fig. 3.7) 
De testmengsels werden, op ZnCl2 en dithiothreitol na, 
samengesteld zoals hierboven beschreven. ZnCl^ , werd toege­
voegd in oplopende koncentraties: 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40; 
80; 160; 320; 640; 1280 μΜ. De reaktiemengsels werden 60 min 
bij 37 С ge'ínkubeerd, waarna 100 μΐ werd getest op zuur-
geprecipiteerde radioaktiviteit. 
Invloed van dithvothreitol op de remming van de DNA synthese 
(fig. 3.9) 
Op dithiothreitol na, werden de testmengsels samenge­
steld zoals hierboven beschreven. Dithiothreitol werd toe­
gevoegd in oplopende koncentraties: 0,025; 0,1; 0,4; 1,6; 
6,4; 25,6; 102,4; 409,6 mM. De reaktiemengsels werden 60 
min bij 370C ge'ínkubeerd, waarna 100 μΐ werd getest op zuur-
geprecipiteerde radioaktiviteit. 
Effekt van de gliotoxine analoga op de vorming van "fooi" 
in MO-oellen (tabel 3.5) 
Muize МО-cellen werden uitgezet op microtiter plaat3es; 
40.000 cellen per well. Na 2% tot 3 uur, wanneer de cellen 
goed gehecht waren aan het plastic, werd het medium ver­
wijderd en werden de cellen geinfekteerd met Moloney muize 
sarcoma virus. Na 1 uur adsorptie bi] 37 C, werden de cellen 
gewassen (3 maal) en blootgesteld aan verschillende koncen­
traties van de verbinding 1~A_ (in "Eagle's minimal essential 
medium" met 10% -foetaal kalfserum) . Na een inkubatie van 
24 uur werden de cellen gewassen, met trypsme behandeld en 
gekweekt tot een semi-confluente monolaag (in 60 mm Petri­
schalen) . Foci van getransformeerde cellen werden 7 dagen 
later mikroskopisch geteld . Om een indruk te krijgen van 
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de cytotoxische effekten van de gliotoxine analoga, werden 
МО-cellen met behulp van een mikroskoop bestudeerd nadat 
de cellen 24 uur aan de te testen verbindxngen waren bloot­
gesteld. Me-SO werd getest op toxiciteit en op de inhibitie 
van focus vorming bij koncentraties van 0,01 , 0,1 en 1% 
overeenkomend met analoga koncentraties van respektieveli^k 
1, 10 en 100 yg/ml. 
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S-gemerkt 9 , Qa-dihydro-l, 2,9, 9 -te trame thy1-2 , 9a-ep-ítrithio-
3, lO-dioxopipevazino \_1, 2-a] indole (_3) 
Sg werd geleverd door het Radiochemical Centre 
Amersham, Engeland,in benzeen. De oplossing bevatte 6,8 mCi 
Sg met een specifieke aktiviteit van 67 Ci/g. De oplossing 
werd verdund tot 10 ml, waarvan 2 ml werd overgebracht in 
een ander kolfje. Vervolgens werd het oplosmiddel verwijderd. 
Aan het residu ward 4 mg 2^  in 2 ml pyridine toegevoegd. 
Het reaktiemengsel werd ingedampt, en op een chromatografie-
plaat gebracht (Merck kiesel gel, 20 χ 20 cm, 0,2 mm) die 
vervolgens werd ontwikkeld met CH^Cl,. Afkrabben van de 
trisulfide fraktie en elueren van het silica gel met 
СНСЦ/МеОН (9:1 v/v) leverde 0,73 mg trisulfide op met een 
specifieke aktiviteit van 0,33 Ci/mmol. 
¡i-gemerkt 9, Ba-dihydro-l, 2, 9, u-tetramethyl-2, Эа-ергагіЬго-
¿, lO-dioxopiperazino \jL, 2-a] indole (.2) 
Tritium gelabeld indolemne amide (£) werd geleverd 
door het R.C.Α., Engeland, met een aktiviteit van 20 mCi. 
Hiervan werd 5,6 mCi gezuiverd met behulp van dunne laag 
chromatografie [Merck kieselgel , 20 χ 20 cm, 0,2 mm; eluens 
CH Cl./EtOH (97:3 v/v)]. Afkrabben en elueren van de kiesel­
gel met 25 ml СН-СЦ gaf 4 mg (op UV basis) 9^  met een speci­
fieke aktiviteit van 37 mCi/mmol. De oplossing werd inge­
dampt en het residu werd één nacht in vacuüm boven P^ Or ge-
droogd. Vervolgens werd 0,0 2 mmol (2,3 mg) pyrodruivezuur-
chlonde in 1 ml droge CCI. toegevoegd. Na 5 dagen werd 
61 
СН-СІ^ toegevoegd om het ontstane neerslag op te lossen. 
Vervolgens werd de H-S/ZnCl» reaktie uitgevoerd zoals be­
schreven in hoofdstuk 2. Na het openen van het drukvat werd 
het ontwijkende H2S opgevangen in 4 N NaOH. Het residu 
werd afgefiltreerd en het ZnCl? grondig gewassen uet CH2C12. 
Het filtraat werd gedeeltelijk ingedampt, waarna een oplos­
sing van 43 mg I_ en 30 mg pyridine in 10 ml droge CHjCl-
werd toegedruppeld totdat de gele kleur niet meer verdween. 
Zuivering van 2 geschiedde OD een analytische chromatografie 
plaat (Merck kieselgel , 20 χ 20 cm, 0,2 mm; eluens Cf^Clj). 
Het disulfide werd afgekrabd en met 25 ml CH2C12 geélueerd. 
De koncentratie werd bepaald met behulp van UV-spektrosko-
pie. De opbrengst aan 2^  was 1,1 mg met een aktiviteit van 
94 yCi (28 mCi/mmol). De bij dit experiment gebruikte mole-
kulaire extinktiekoëfficiënten zijn: voor ί>: λ 287 nm 
(9,9.103); 236 nm (1,1.104); 228 nm (1,1.104). Voor 2: 
λ 284 nm (6,1.103); 277 nm (7,0.103)· 245 nm (1,1.104). 
3 Testen uitgevoerd met het H-gliotoxine analogon 2_ 
SDS-PAGE en SCINTILLATIE AUTORADIOGRAFIE 
De analyse van de monsters werd uitgevoerd door middel 
van Polyacrylamide gel elektroforese op, SDS (Na-lauryl-
sulfaat) bevattende, Polyacrylamide gradient (7-18%) "slab 
gels" (SDS-PAGE). Scheiding geschiedt naar molecuulgewicht; 
steeds werden radioaktief gelabelde marker eiwitten meege­
nomen . 
Na de elekf-oforese werden de "slab gels" 30 min bij 
60 С met "Coomassie blue" gekleurd en gedurende de nacht 
met een mengsel van methanol, ijsazijn en water bij 60 С 
ontkleurd, zodat alleen de eiwitten in de gel gekleurd 
achterbleven. Vervolgens werd de "slab gel" door verschil­
lende DMSO-behandelingen watervnj gemaakt en tenslotte in 
een scintillatie vloeistof gedrenkt (DMSO-PPO); onderdompe­
len m water geeft dan direkt een neerslag van wit PPO in 
de gel. Deze met PPO behandelde gel werd gedroogd en ca. één 
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week geautoradiografeerd. 
(In eerste instantie werd bovenstaande procedure te rigo-
reus geacht voor de aan het gliotoxme analogon gebonden ver-
bindingen. De gel werd niet behandeld met DMSO en DMSO-PPO, 
maar direkt gedroogd en vervolgens besproeid met een PPO-to-
lueen-2 methylnaftaleen mengsel. Deze methode was echter 
ongeschikt voor autoradiografie. Bovendien bleek dat boven-
staande methode uitstekend voldeed.) 
MATERIALEN 
H-gliotoxine analogon oplossing: 7,5 mM in DMSO. Specifieke 
aktiviteit ca. 28 mCi/mmol. 
Virus-stock oplossing: Mo-MuLV, ca. 7 mg/ml (1% hiervan is 
RT); Cindbis-virus, <17 mg/ml. 
Antisera: ct-Rauscher-MuLV (antitotaal; óók gericht tegen 
Mo-MuLV, vanwege groep-specifхеке antigene determinanten); 
monospeciflek a-pl5 (E)pl2(E) , ook van R-MuLV. 
Protein A Sepharose: 29 mg/ml. Bindt aan alle gamma-immuno-
globulines, al of niet gekomplexeerd met antigeen. 
Geïsoleerde, gezuiverde, strukturele, virale eiwitten van 
R-MuLV: p3 0, pi2 en plO; ca. 1 mg/ml. 
PBSTDS, pH 7,6: samenstelling eindkoncentratie 
"ia-fosfaat 10 mM 
NaCl 0,15 M 
Triton X-100 1 % 
Deoxycholate (NaDOC) 0,5 % 
SDS 0,1 % 
Sample Buffer : Tns-HCl, pH 6,8 60 mM 
(SB)
 Glycerol 10 % 
SDS 2 % 
Broomfenolblauw (marker) 0,005 % 
Ureum 6 M 
0-Merkaptoethanol 5 % 
Oplossingen : MnCl2 0.5 mM 
B-Merkaptoethanol 15 mM 
Dithiothreitol 15 mM 63 
MOUSTERBEREIDING 
I^Direkte^test 
a. Test op Mo-MuLV-virions en op virale eiwitten van R-MuLV 
(рЗО/ pl2 en plO) - Aan 10 μΐ van deze oplossingen (in 
PBSTDS) werd toegevoegd: ß-merkaptoethanol, MnCl« en 
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H-gliotoxine analogon (eindkoncentratie ca. 0,5 mM). Dit 
mengsel (15 μΐ) werd 15 min geïnkubeerd bij 370C en ver-
volgens 30 min gestabiliseerd op 13s. Dan werd 7 μΐ SB 
(zonder ß-merkaj.itoethanol en ureum) toegevoegd en 5 min 
verwarmd op 95-100oC. Het aldus geprepareerde monster 
werd geanalyseerd met behulp van SDS-PAGE, gevolgd door 
scintillatie autoradiografie. 
b. Er is ook een test uitgevoerd op een Sindbisvirusprepa-
raat (schenking van Dr. B. van der Zeist). Sindbisvirus 
behoort tot de groep van Togavirussen, aie een single-
strand RNA(+) bezitten en on^er andere een eiwitenvelop. 
Koncentratie niet bekend; in ieder geval <17 mg/ml. Hier-
van werd ook 10 μΐ getest op bovenstaande wijze. 
ïïi_ïn!iSyB2EEëSiEiÈaai_test 
Algemene procedure - Mo-MuLV-suspensie (10 ml) en celly-
saat (250 μΐ) werden met 1 μΐ H-gliotoxine analogon op­
lossing in aan- of afwezigheid van ß-merkaptoethanol 
en/of MnCl2 geïnkubeerd zoals beschreven in I; vervolgens 
werd met R-MuLV-antiserum de virale specifieke (Mo-MuLV-) 
eiwitten gekomplexeerd, gedurende een nacht bij 0 С. De 
immunokomplexen werden dan geprecipiteerd met proteïne А 
Sepharose (bindt immunoglobulmes) en 30 min geschud bij 
kamertemperatuur gevolgd door 30 min stabilisatie op 13s. 
Het precipitaat werd gewassen met PBSTDS en opgenomen in 
SB (zonder ß-merkaptoethanol en ureum) + ureum (6 M); 
vóór SDS-PAGE werd nog 5 min verwarmd op 950C. Het morent 
waarop H-GA (gevolgd door mkubatie) werd toegevoegd, 
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werd soms gevarieerd in bovenstaande procedure. S-
37 
cellysaat (20 μΐ) werd direkt geïnkubeerd met a-R-MuLV 
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of α-ρ15(E)pl2(E) en de volgende dag werd het immunokomplex 
met behulp van proteïne A Sepharose geprecipiteerd etc.(als 
boven). Uiteindelijk werd het precipitaat opgenomen in SB 
(mét ß-merkaptoethanol en ureum) 
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H O O F D S T U K 4 
EFFEKT VAN DE LIPOFILITEIT OP DE INHIBITIE VAN НЕТ 
REVERSE TRANSCRIPTASE 
4.1. INLEIDING 
In de voorafgaande hoofdstukken zi^n de synthese (hoofd­
stuk 2) en de antireverse transcriptase aktiviteit (hoofd­
stuk 3) van de epi(poly)thiodioxoDiperazines _l-4 beschreven. 
Deze analoga van gliotoxine (5^) Ыіцкеп effektieve remmers 
te zijn van het reverse transcriDtase, het RNA-afhankelijke 
DNA-polymerase van RNA tumor virussen, en hun werkzaamheid 
vertoont een duidelijke afhankelijkheid van het aantal zwa-
velatomen m de brug over de dioxoOiperazine ring. 
Al
 л
 Me 
-Me 
N' 
(S)n 
Me 
I n=1 2n = 3 _ 
2n=2 £n = 4 
In dit hoofdstuk wordt een ander aspekt van de relatie 
tussen struktuur en aktiviteit van epi(poly)thiodioxo-
piperazines besproken, namelijk de invloed van variërende 
alkyl en aryl substituenten aan N(l) en С(2) bij de dithio-
verbinding. Dergelijk onderzoek lijkt zinvol, omdat het zou 
kunnen leiden tot nieuwe verbindingen met hoge aktiviteit, 
en op den duur wellicht kan bijdragen aan het inzicht in het 
biologisch werkingsmechanisme van gliotoxme-achtige verbin­
dingen. Daarnaast verschaft het een goede toets voor de al­
gemene bruikbaarheid van de voor 2^  ontwikkelde syntheseroute. 
In deze studie is vooral aandacht besteed aan een moge­
lijke relatie tussen biologische aktiviteit en relatieve 
lipofiliteit, omdat Calvin een dergelijk verband in een 
reeks van rifamycine analoga, eveneens remmers van het 
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reverse transcriptase, eerder heeft gevonden. Voor de beoa-
ling van de relatieve lipofiliteit van de verbindingen is 
gebruik gemaakt van twee technieken: dunne laag chromatogra-
fie en hoge druk vloeistof chromatografie, beide uitgevoerd 
met een lipofiele stationaire en een hydrofiele mobiele fase. 
4.2. SYNTHESE VAN DE GLIOTOXINE ANALOGA 21 
Het reaktieschema dat werd ontwikkeld voor de synthese 
van 2 kon met een aantal kleine veranderingen worden ge­
bruikt voor de bereiding van de gliotoxine analoga lla-h, 
zoais is aangegeven in schema 4.2. 
4.2 Me 
-Me R^COCOCl
 > 
NHRi 
4-І2-
Me 
N' 
-Me 
Τ 
0 * C . NHR, 
8 ^ » 2 
Me "£'^2 
SH.O ZnCl2 
аЯ^Н.РггСНз й.^=іСзН7,Р2=СНз 
b ^  = 02Η5,«2=0Η3 e RìzCgHg,^:^ 
с Я1 = пСзН7,Р2=СНз f ^=СН2С6Н5,Я2=СНз 
12X = Cl 13:Х = 0Н 
a^rCHj.RzsCßHg 
!ι^=θΗ2α6Η5ιρ2=ο6Η5 
Met uitzondering van 6e werden de carboxamides 6^  gemaakt uit 
2 
3,3-dimethylindolenine-2-carbonzure ethylester en het ver­
eiste amine; 6e werd bereid uit het overeenkomstige carbon-
zuur en aniline met behulp van P0C1, . 
J
 4 
De reakties van 6_a-h met pyrodruivezuurchloride 7^  
4 
(R, = CH,) of fenylglyoxylzuurchloride ]_ (R2 = сс^г) werden 
in tetra uitgevoerd zoals voor de synthese van 2 is beschre­
ven (hoofdstuk 2 ) . In alle syntheses werd na afloop van de 
reaktie in het H-NMR slechts één stereoisomeer van 9 waar-
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genomen. Zeer waarschijnlijk verloopt de rmgsluiting ook 
hier onder vorming van het c-is-produkt; de in hoofdstuk 2 
gegeven verklaring voor het diastereoselektief verloop van 
de¿e reaktie kan ook hier worden gehanteerd. De reaktiesnel-
heid van de nngsluitmg werd sterk beïnvloed door steri sehe 
interakties: meestal was een reaktieti^d van enkele uren vol-
doende, maar de nnggluiting van 8d en 8e was na 7 dagen 
bij kamertemperatuur nog niet konroleet. In deze gevallen 
kon de reaktie worden versneld door toevoeging van een 
kleine hoeveelheid CF^COOH, waardoor, zoals werd verwacht, 
een mengsel ontstond van de overeenkomstige alkenen 12_ en 
13. De carbinolen 9^  waren, met uitzondering van 9cJ e n h, 
labiele verbindingen die spontaan ontleedden tot mengsels 
van de overeenkomstige alkenen 12^ en 1_3^, waarvan de ver-
houdingen varieerden. Ook deze dehydratatie wordt gekata-
lyseerd met een spoortje CF3COOH. 
Als wi} 9^ g-h of de alkeen mengsels 12a-f en 13a-f 
lieten reageren met vloeibare H^S in aanwezigheid van een 
katalyti sehe hoeveelheid ZnCl-, ontstonden de сге-аі^юіеп 
10a-h. Ook deze reakties verliepen op een diastereoselek-
tieve wijze, zoals reeds werd gevonden bij de synthese van 
2. Tenslotte konden deze dithiolen worden geoxideerd tot de 
overeenkomstige disulfides 1_1 met 1^ in CH-Cl- in aanwezig­
heid van pyridine onder watervrije omstandigheden. Na kolom-
chromatografie werden de verbindingen llb-h geïsoleerd in 
matige tot goede totaal opbrengsten (zie 4.3). Materiaal 
4.3 verbinding 
üa 
дль 
lic 
lid 
üe 
llf 
lig 
llh 
opbrengst 
0% 
50% 
35% 
29% 
37% 
40% 
56% 
44% 
(b erekend op £) 
С 
1 
Ie 
— Me» 
Y 
o*VN Me 
15 
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waarvan werd vermoed dat het 11a was, ontleedde in oplos-
sing en kon dus niet worden geïsoleerd. Deze ontleding treedt 
waarschijnlijk op, omdat in 11a het N-atoom nog een proton 
bezit. De ringspanning kan in dat geval worden opgeheven 
onder vorming van een acylimine verbinding IJ^ , die onder 
de omstandigheden van opwerken ook zelf instabiel is. Epidi-
thiodioxopiperazines met een NH-funktie zijn dan ook nooit 
geïsoleerd. 
4.3. AÏÏTIBEVERSE TRANSCRIPTASE AKTIVITEIT EN LTPOFILITEIT 
De gliotoxine analoga 11b-g werden getest als remmers 
van het RNA-afhankelijke DNA-polymerase van mutze leukemie 
virus. De biologische werkzaamheid van llh wordt momenteel 
onderzocht (zie diskussie in 5 4.4.). In tabel 4.4 is de 
inhiberende werking aangegeven als de logaritme van 
Ι
ς ο
 χ 10 . Deze I50-waarde is gedefinieerd als de molaire 
koncentratie van het analogen waarbij 50% inhibitie van de 
reverse transcriptase aktiviteit werd waargenomen ten op­
zichte van een blanco. 
4.4 Reverse transcriptase inhibitie en lipofiliteit van 
gliotoxine analoga 
log 
analogon Ι
ς ο
 χ 10 І^ log к' 
1.93 
1.89 
1.69 
1.06 
0 . 9 8 
0 . 5 7 
0 . 2 8 
0 . 1 6 
0 . 2 9 
0 . 2 7 
0 . 3 0 
0 . 3 5 
- 0 . 1 3 
- 0 . 3 4 
- 0 . 1 1 
- 0 . 0 8 
- 0 . 0 5 
+ 0 . 1 0 
De aktiviteiten die voor deze analoga werden gemeten, zijn 
van dezelfde orde van grootte als die welke voorheen werden 
lid 
il b 
11e 
lic 
lig 
llf 
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gevonden voor de gliotoxine analoga ¿-^*. Uit de tabel 
blijkt dat de analoga llb-g het reverse transcriptase in 
verschillende mate remmen; de spreiding is niet groot maar 
wel signifikant. Van de zes geteste analoga bleken _ll_f en 
lig de meest aktieve Inhibitoren van het reverse trans-
criptase te zijn. 
In de homologe reeks llb-g is de lipofiliteit één van 
de meest in het oog springende parameters. Voor de bepaling 
hiervan wordt in de literatuur meestal de methode van 
Hansch gebruikt. Daarbij wordt als maat voor de relatieve 
lipofiliteit van onderling zeer verwante verbindingen het 
verschil tussen de logaritme van de verdelingskoëfficiént 
(P ) in het systeem oktanol/water van een dergelijke ver-
binding en de overeenkomstige waarde (log Ρ ) voor de stam-
verbmding gebruikt. Hansch heeft dergelijke verschillen 
(log Ρ /Ρ ) zelf gebruikt om voor allerlei groepen, die als 
substituent kunnen worden geïntroduceerd, een zogenaamde 
π-parameter te bepalen, die als substituentsbijdrage aan 
de lipofiliteit kan worden gehanteerd. Onlangs werd aange­
toond dat, voor verbindingen die slecht m water oplosbaar 
zijn, de techniek van omgekeerde fase dunne laag chromato-
grafie een goede methode is om de relatieve lipofiliteit 
te meten . Met behulp van de daaruit gevonden Rf-waarden 
kunnen R -waarden [log (1/R--1)] worden berekend, die een 
goede korrelatie vertonen met verdelingskoëfficiënten in 
7 1 ft 
oktanol/water. Bij pénicillines en rifamycines ' bleek 
een dergelijke samenhang te bestaan tussen deze R -waarden 
en de biologische aktiviteit. Wij hebben omgekeerde fase 
dunne laag chromatografie gebruikt om de relatieve lipo-
filiteit van de analoga llb-h te bepalen. 
De te testen verbindingen werden oogebracht op kiezel-
gel platen (Merck Kieselgel F254; 0,25 mm) die van te voren 
"Helaas kon het analogon 2 niet in deze tabel worden opgeno-
men, omdat voor de bepaling van de antireverse transcrip-
tase aktiviteit hiervan een ander testmengsel werd ge-
bruikt. 
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waren ondergedompeld in een oplossing van silicone gum 
rubber SE30 of silicone olie DC-200? vervolgens werden de 
platen ontwikkeld met aceton-water in verschillende ver-
houdingen. Met deze stationaire fasen werd geen verschil in 
Rf-waarden in de onderzochte reeks waargenomen. Waren de 
•laten echter geïmpregneerd met Dow-Corning 704 diffusie 
pomp olie, dan ontstonden kleine doch signifikante ver-
schillen. Het was te verwachten dat grotere verschillen in 
Rf-waarden zouden worden verkregen wanneer de platen een 
hogere graad van impregnatie zouden bezitten. Dit werd be-
reikt door de platen, alvorens ze te behandelen met de 
Dow-Corning 704 olie, lipofieler te maken, hetgeen kon wor-
den bewerkstelligd door de platen onder te dompelen in een 
oplossing van (CH,)^SiClj*. Indien de platen on deze wijze 
waren voorbehandeld, was na het impregneren met de olie 
hun gewichtstoename twee maal zo groot als de toename van 
de niet gesilyleerde platen. Bovendien werden inderdaad veel 
grotere verschillen in R,-waarden der geteste verbindingen 
waargenomen. Gevonden werd ook dat impregnatie met een 5% 
oplossing van de olie in ether scheroe vlekken te zien gaf 
na ontwikkeling van de plaat, terwijl op platen die behan-
deld waren met een 10% oplossing lange, onregelmatige vlek-
ken ontstonden. Uit de verkregen R^-waarden werden de R -
3
 f m 
waarden berekend, die zijn aangegeven in tabel 4.4. 
Omdat deze procedure nogal bewerkelijk is, en boven-
dien alleen te gebruiken is voor verbindingen die door middel 
van kleurreakties aangetoond kunnen worden, hebben wij als 
alternatieve onderzoekmethode hoge druk vloeistof chromato-
grafie (HPLC) gebruikt, waarbij de analysetijd veel korter 
is. Onlangs is door McCall de overeenkomst aangetoond 
tussen variaties m R en in de parameter log k', waarbij 
m 
к' staat voor (t -t )/t ; hierin is t de elutietijd, bij r o o r 
HPLC, van de te onderzoeken verbinding en t de elutietijd 
*Deze techniek werd al eerder gebruikt in omgekeerde fase 
kolom chromatografie9. 
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van een verbinding die geen interaktie vertoont met de kolom. 
Als stationaire fase werd CO:PELL ODS (oktadecylsilaan) ge-
bruikt en als mobiele fase methanol-water (2:1 v/v). Uit de 
retentietijden werden de log k' waarden berekend, die zijn 
aangegeven in tabel 4.4. 
In figuur 4.5 is de inhibitie (log I 5Q) uitgezet als 
funktie van de lipofiliteit (uitgedrukt in zowel R als in 
log k')· Het blijkt dat in deze reeks van ^es verbindingen, 
globaal gesproken, de aktiviteit toeneemt met toenemende 
lipofiliteit: de meest aktieve verbinding,llf, heeft de 
hoogste lipofiliteit, terwijl bijvoorbeeld lib met de laag-
ste lipofiliteit ongeveer twintig maal minder aktief is. 
Verbinding lid, die eenzelfde aktiviteit bezit als 11b, 
vertoont echter een grotere lipofiliteit. De lipofiliteit is 
zonder twijfel niet de enige faktor die m deze reeks de 
aktiviteit bepaalt. 
I ù l 1 I 1 L 1 I I 
00132 ОЮ U20 0.Э0 ОЛО = » R m (o) 
^/, 1 1 . 1 1 1 1 
1Ό670 0 3 0 0 2 0 010 0 010 0.20 - = » log к ( · ) 
figuur 4.5 reverse transcriptase inhibitie [log (I 4 0 x 10 )] 
vs. lipofiliteit (R en log k') 
4.4. SAMEÏÏVATTING EN DISKUSSIb 
De eenvoudige en doelmatige driestaps synthese 
[б •* 9 (of 12+13) -»• _10 -* 11] die in hoofdstuk 2 voor de be-
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reiding van het gliotoxine analogon 2 werd gegeven, blijkt 
zeer goed bruikbaar voor de bereiding van analoga die op 
N(l) en С(2) andere alkyl of aryl groepen dragen. De op deze 
wijze verkregen analoga bleken, voor zover onderzocht, al­
len remmers van het reverse transcriptase te zijn. Het ver­
loop van deze inhiberende werking vertoont in deze reeks 
een zekere overeenkomst met de verandering in lipofiliteit 
der onderzochte verbindingen, zowel wanneer deze met omge­
keerde fase dunne laag chromatografie als wanneer deze met 
omgekeerde fase hoge druk vloeistof chromatografie wordt be­
paald. De overeenkomst tussen beide methoden is zo goed 
(figuur 4.5) dat zij bij uitbreiding van dit onderzoek naar 
nieuwe verbindingen als volkomen gelijkwaardig voor de be­
paling van de relatieve lipofiliteit kunnen worden gebruikt. 
Op grond van de vermelde resultaten zou het nog niet 
geteste analogon llh een bijzonder sterke remmer kunnen zijn. 
De lipofiliteit van deze verbinding (R = 0,51) is beduidend 
m 
hoger dan voor l_lf werd gevonden, zoals op grond van de N(l) 
en С (2) substituenten, respektievelijk benzyl en fenyl, 
mocht worden verwacht. 
De betekenis van een hoge lipofiliteit voor antireverse 
transcriptase werking is op dit moment nog weinig inzichtelijk. 
De gevonden relatie suggereert dat bij de inhibitie hydro­
phobe interakties tussen remmer en biologisch systeem een rol 
spelen. In het voorafgaande hoofdstuk is geprobeerd een 
totaalbeeld te geven van het biologisch werkingsmechanisme. 
Daaruit blijkt onder andere dat een belangrijke faktor van 
de inhibitie door gliotoxine analoga waarschijnlijk in de 
chemische reaktiviteit van de daarin aanwezige disulfide 
funktie moet worden gezocht (zie ook hoofdstuk 5). 
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4.5. EXPERIMENTEEL· GEDEELTE 
De algemene opmerkingen vermeld in § 2.3. gelden ook 
voor de hierna genoemde experimenten. 
N-gesubstitueerde 3, Z-dimethylindotenine—2—aarboxamides 6_ 
Methode I 
Een gekoelde (droogijs-aceton) oplossing van η mmol 
ethyl 3,3-dimethylindolenine-2-carboxylaa't? in dimethoxy-
ethaan (3 η ml) waaraan 0,5 η ml ammonia was toegevoegd, 
werd in een autoclaaf geplaatst, waarna de temperatuur 16 
uur op 100 С werd gehouden. Afdampen van het oplosmiddel en 
de overmaat reagens gaf een kristallijn residu, dat ver­
volgens werd omgekristalliseerd. 
Voor 6a: opbrengst 88%, sm.pt. 153-1540C (CHCl3-hexaan). 
Anal. ( C 1 1
H
12
N2 0 ) C' H' N· 
Voor 6b: methode I werd toegepast, gebruik makend van wate­
rige ethylamine. Opbrengst 80%, sm.pt. 850C (MeOH-hexaan). 
Anal. ( C 13
H
1 6
N2 0 ) c' H' N· 
Methode II 
Een oplossing van η mmol ethyl-3,3-dimethylindolenine-
2-carboxylaat en 20 η mmol van het amine in 5 η ml dimethoxy-
ethaan werd 18 uur gerefluxed. Afdampen van het oplosmiddel 
en de overmaat reagens gaf het verlangde amide. 
Voor 6c: opbrengst 88%, sm.pt. 89-90oC (MeOH). Anal. 
( C14 H18 N2 0 ) C' H' N· 
Voor 6d: methode II werd gebruikt; er werd echter een kata-
lytische hoeveelheid natrium methoxide aan de oplossing 
toegevoegd. Opbrengst 61%, sm.pt. 124-1250C (MeOH). Anal. 
( C14 H18 N2 0 )- C' H' N· 
Voor 6f: methode II. Opbrengst 62%, sm.pt. 70-71oC (MeOH). 
Anal. C 1 BH 1 8N 20) C, H, N. 
Voor 6gi zoals beschreven in hoofdstuk 2. 
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Voor 6e: Aan een oplossing van 376 mg (2 mmol) 3,3-dimethyl-
indolenine-2-carbonzuur (bereid in 87% opbrengst uit de over­
eenkomstige ethylester door verzeping met NaOH in waterige 
dioxaan) en 180 mg (1,96 mmol) aniline in 4,4 ml droge pyri­
dine werd onder roeren bij -10 С een oplossing van 0,2 ml 
(2,2 mmol) POCl, in 40 ml CH-Clj toegedruppeld. Na 15 min 
roeren bij 0 С en 1 uur bij kamertemperatuur werd het reak-
tiemengsel gekoncentreerd tot een volume van 8 ml waaraan 
vervolgens water werd toegevoegd. Extraktie met ethylacetaat 
en wassen van de organische laag met 5% NaHCO,, 1 N HCl en 
water tot neutraal gaf, na drogen (Na_S04) en afdampen van 
het oplosmiddel, 210 mg (40%) kristallijn materiaal, sm.pt. 
117-1190C (MeOH). Anal. (C17H16N20) C, H, N. 
9,Эа-Оікуаго-г,9,9-tvimethyl~2J9a-epidithio~Z,10-dioxo-
pi-perazino [i, 2-aJ indole ( 11а) 
Aan een oplossing van 552 mg (3 mmol) 6a in 6 ml droge 
en ethanol-vrije CCI. werd bij kamertemperatuur 7 ml van een 
3 
0,5 molaire oplossing van T_ (ІЦ = CH,) in droge CCI. toege­
voegd. Na 5 uur roeren bij kamertemperatuur was er een neer­
slag ontstaan (8a). Na afdampen van het oplosmiddel werd 15 
ml CHCl^ en een spoortje CF3COOH toegevoegd; bovendien werd 
MeOH toegevoegd totdat er een heldere oplossing ontstond. 
Vervolgens werd nog 16 uur geroerd, waarna vast Na 2C0 3 en 
Na2SO. werd toegevoegd. Filtratie en afdampen van het oplos­
middel met behulp van een vacuüm filmverdamper gaf het 
C. -methoxy analogon van 12a. NMR δ 8.20 (m, IH, Сц-Н), 
7.30 (m, ЗН, С 6_ 8-Н), 6.05 (d, IH, C=CH), 5.45 (d, IH, C=CH), 
3.73 (s, IH, NH) , 3.50 (s, ЗН, ОСН 3), 1.95 (s, ЗН, Cg-C^) 
en 1.46 (s, ЗН, C9-CßH3). 
Hieruit werd Ila bereid zoals beschreven voor de syn-
these van 2^  (hoofdstuk 2); namelijk door behandeling met 
vloeibare H2S in de aanwezigheid van ZnCl?, gevolgd door 
oxidatie met I2/pyridine onder watervrije omstandigheden. 
In zuivere vorm kan 11a echter niet worden verkregen, omdat 
het binnen een paar uur na isolatie volledig was ontleed. 
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9 , 9 a-Dihy dr о- 2, 9, 9 -trime thy I- 2 -e thy 1—2, 9a-epid-ùthio-3
 г
 10-
dioxopiperazino[j,2—a\ indole lib 
Aan een oplossing van 32 4 mg (1,5 mmol) 6b in 6 ml 
droge en ethanolvrije CCI« werd onder roeren bij kamertem­
peratuur 3,3 ml van een 0,5 molaire oplossing van pyro-
druivezuurchlonde T_ (1*2 = CH,) in droge CCI. toegevoegd. 
Na 16 uur roeren was kwantitatief het nnggesloten produkt 
^b gevormd; dit kon worden gekonkludeerd uit H-NMR (CCI.): 
6.45 (s, br., IH, OH). Na toevoeging van CF3C0OH ontstond 
een neerslag van de methyleen-verbinding 12b. CHjClj werd 
toegevoegd totdat de oplossing helder was, gevolgd door 
vast Na.CO,. Toen de oplossing neutraal was, werd afgefil­
treerd en het oplosmiddel onder vacuüm verwijderd, hetgeen 
en kristallijn residu opleverde. NMR δ 6.25 (d, IH, C=CH ), 
5.41 (d, IH, C=CHJ . 
Ρ 
Hieruit werd de dimerkapto verbinding 10b bereid zoals 
beschreven voor de synthese van 2_ (hoofdstuk 2) ; namelijk 
door behandeling met vloeibare H-S in aanwezigheid van ZnCl? 
als katalysator. NMR δ 4.15 (s, IH, SH) , 3.40 (s, IH, SII) en 
2.40 (s, ЗН, С 2-СН 3). 
Oxidatie van het dithiol 10b tot het overeenkomstige 
disulfide lib werd uitgevoerd met I^/pyndine in CH^Clp 
(hoofdstuk 2). Het reaktieprodukt werd gezuiverd door middel 
van kolomchromatografie op 70 g kieselgel (Merck, PF-254) 
met CH-Cl^-CCl. (1:1 v/v) als eluens, onder een druk van 
ongeveer 10 cm Hg. Op deze wijze werd 250 mg (50%, berekend 
op 6b) van de op TLC (^,012) homogene verbinding 11b ver­
kregen. sm.pt. 153-1550C (MeOH); NMR δ 8.38 (m, IH, C 5-H), 
7.64 (m, ЗН, С, о-Н), 4.32 (8 lijnen, IH, N-CH -CH,), 3.86 0-0 α J 
(8 lijnen, IH, N-CHo-CH3), 2.53 (s, ЗН, C 2-CH 3), 2.16 (s, 
ЗН, С 9-СН 3), 1.94 (s, ЗН, С9-СН3) en 1.70 (m, ЗН, СН 2-СН 3). 
Anal. (C16H18N202S2) С, H, Ν. 
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9jSa-Dihydro-B,5,fl-trime thy I-7-n.propyl-2, 9a-epidithio-3,10-
dioxopiperazino [_1
Λ
 2— α] indole lie 
Bereid in 35% opbrengst volgens de methode beschreven 
voor de synthese van 11b (na toevoeging van een katalytische 
hoeveelheid CF,COOH werd nog 23 uur geroerd, hetgeen het 
intermediair 12c opleverde). Sm.pt. 146-1470C (MeOH), homo­
geen op TLC (CH2C12) . NMR 6 8.30 (m. III, C5-H) , 7.70 (m, 3IÍ, 
С, „-H), 4.12 (m, IH, N-C-H ), 3.88 (m, IH, N-C-HQ), 2.55 
ο—ο α Ρ 
(s, ЗН, С 2-СН 3), 2.0 (s en m, 5H, CH2-CH3 en C g-CH 3), 1.98 
(s, ЗН, Cg-CH3) en 1.40 (t, 3H, CH 2-CH 3). Anal. ( C ^ H ^ I ^ O ^ ) 
С, H, N. 
9 , 9a-Dihydro-2j 9 , 9- tr irret hy l-1—г. prop y 1-2, 9a—epidithio-¿, 10-
dioxopiperazino[l,2-a] indole lid 
Bereid in 29% opbrengst volgens de methode beschreven 
voor de synthese van 11b (na 160 uur roeren was de ring-
sluiting tot 9d nog niet komoleet; toevoeging van een drup-
pel CF-jCOOH en vervolgens nog 40 uur roeren gaf een mengsel 
van 12d en 13d). Sm.pt. 131-1320C (MeOH), homogeen op TLC 
(CH2C12). NMR δ 8.40 (m, IH, C 5-H), 7.70 (m, ЗН, C6_g-H), 
4.52 (m, IH, N-CH-), 2.56 (s, ЗН, C 2-CH 3), 2.20 (s, ЗН, 
С 9-СН 3), 1.98 (s, ЗН, Cg-CHJ en 1.95 (d, 6H, CHj-CH-CHj). 
Anal. (C H 2 N 20 2S 2) C, H, N. 
939а-0ікуаго-23939-trimethyl-l-fenyl-2,9a-epidithio-3 , 10-
dioxopiperazino [^1, 2-a\ indole lie 
Bereid in 37% opbrengst volgens de methode beschreven 
voor de synthese van lib. Sm.pt. 166-1680C (MeOH), homogeen 
op TLC (CH2C12). NMR δ 8.31 (m, IH, C 5-H), 7.87 (m, 5Η, 
С Н 5 ) , 7.67 (m, ЗН, С б_ 8-Н), 2.17 (s, ЗН, С 9-СН 3), 2.09 
(s, ЗН, С 2-СН 3), 1.97 (s, ЗН, С 9-СН 3). Anal. (C 2 0H 1 8N 2O 2S 2) 
С, Η, Ν. 
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9j Qa-Dihydro-Bj 9,9-trimethyl-1-benzyl-2,9a-epidithio-S, 10-
dioxopiperaaino[i,2-α]indole 1If 
Bereid in 40% opbrengst volgens de methode beschreven 
voor de synthese van 11b. Sm.pt. 133-1350C (MeOH), homogeen 
op TLC (CH2C12). NMR δ 8.35 (m, IH, C 5-H), 7.65 (m, 8Η, 
С6_8-Н en CgHg), 5.23 (s, 2H, С Н ^ С ^ ) , 2.37 (s, ЗН, C2-CH3) , 
2.17 en 1.99 (2 χ s, ЗН elk, 2 χ Cg-CHj). Anal. (C 2 1H 2 0N 2O 2S 2) 
С, Η, Ν. 
9,9a-Dihydro-2-fenyl-9i9-dimethyl-l-methyl—2,9a-epidithio-
3,1Q-dioxopipevazino \l, 2-a] indole lig 
Bereid in 56% opbrengst uit T_ (R2 = CgH-) en £ (R^^ = 
CH,) volgens de methode beschreven voor de synthese van 11b; 
er werd nu geen CF3COOH toegevoegd, omdat de ringsluiting 
tot ^g na 160 uur roeren kompleet was. Sm.pt. 150-152 С 
(CCI.-n.hexaan), homogeen op TLC (CH2Cl2). NMR (TMS intern) 
δ 7.80 (m, IH, C 5-H), 7.40 (s, 5Η, CgHg), 7.11 (m, ЗН, 
Cgn-H), 2.66 (s, ЗН, N-CH3), 1.78 en 1.60 (2 χ s, ЗН elk, 
CH 3-C 9-CH 3). Anal. (C^H.gN^SO Η, Ν, С: berekend, 62.80; 
gevonden, 61.72. 
9,9a-Dihydro-l-benzyl-2-fenyl-9,9-dimethyl-239a-epidithio-
5,1 0-dioxopiperazino \_1, 2-a\ indo le 11h 
Bereid in 44% opbrengst volgens de methode beschreven 
voor de synthese van lig; hoewel ringsluiting tot 9h na 
24 dagen nog niet kompleet was, werd toch overgegaan tot de 
H2S/ZnCl2 reaktie, gevolgd door oxidatie met I 2 in pyridine. 
Sm.pt. 169-1710C (CH2Cl2-n.hexaan), homogeen op TLC (CH2C12). 
NMR (TMS intern) δ 7.93 (m, IH, Cg-H), 7.46-6.56 (m, 13H, 
C
c Q-H en 2 χ C,H C), 4.63 (d, IH, N-CH ), 4.23 (d, IH, N-CH a), 
O—Ö O D Ct Ρ 
1.83 en 1.66 (2 χ s, ЗН elk, CH 3-C g-CH 3). Anal. (C 2 6H 2 2N 20 2S 2) 
С, H, Ν. 
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Bepaling Van de DN Α-polymerase aktiviteit 
Dezelfde methode werd gebruikt als beschreven in hoofd­
stuk 3. De weergegeven data zijn het gemiddelde van drie af­
zonderlijke bepalingen. Voor tabel 4.4 zijn de data gebruikt 
die verkregen werden bij een inkubatietijd van 120 min, om­
dat het verschil in aktiviteit tussen de gliotoxine analoga 
onderling hierbij het grootst was. De inhibitie waarden 
zijn aangegeven in termen van een inhibitie konstante (ICQ) 
welke is gedefinieerd als de molaire koncentratie van het 
analogon waarbij de reverse transcriptase aktiviteit 50% 
is van de blanco aktiviteit. 
Omgekeerde fase dunne laag ohromatografie 
Kieselgel platen van 20 χ 20 cm (Merck, F-254, dikte 
0,25 mm) werden bij 120oC geaktiveerd en vervolgens 6 uur 
ondergedompeld in een 5% oplossing (v/v) van Me-SiCl- in 
tolueen*. De overmaat aan reagens werd verwijderd door de 
platen onder te dompelen in tolueen (15 min) en MeOH (1 uur). 
Vervolgens werden de platen gedroogd bij 120 С (gewichts-
toename 0,4 0 g) en gedurende 1 nacht ondergedompeld in een 
5% oplossing (naar gewicht) van Dow-Corning 704 Diffusion 
Pump Fluid in ether. Nadat het oplosmiddel was verdampt, 
werden de platen 1 uur op 120 С gedroogd. De gewichtstoe-
name was door deze behandeling nog eens 1,0 gram. Van de 
oplossingen der analoga in CH2C12 (3 mg/ml) werd 1 μΐ op 
de plaat gebracht, waarna deze werd ontwikkeld in een 
aceton-water oplossing (3:1 v/v), die was verzadigd met 
de Dow-Corning olie. De vlekken werden zichtbaar gemaakt 
door te sproeien met een 2% oplossing van AgNCU in water. 
De opgegeven R -waarden zijn het gemiddelde van vijf bepa­
lingen en zijn berekend met behulp van de formule: R = 
log (1/Rf-1). 
*Sinds kort kunnen gesilyleerde platen worden geleverd door 
Merck. De gewichtstoename na impregnatie is voor deze pla­
ten echter geringer (0,4 gram), hetgeen invloed heeft op 
de R,-waarden van de verbindingen. 
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Omgekeerde fase hoge druk vloeistof ahromatografie 
Als stationaire fase werd CO:PELL ODS (Chrompack, 
Nederland, Middelburg) gebruikt in een kolom van 90 cm χ 
21 nun ID. De mobiele fase was MeOH-H20 (2:1 v/v) en de 
doorstroomsnelheid 0,4 ml/min. De retentietijden werden be­
paald door middel van UV absorptie (Waters Associates, model 
440), terwijl de elutietijd van CH^CN als t werd genomen. 
De opgegeven log k'-waarden zijn het gemiddelde van twee be­
palingen en werden berekend met behulp van de forinule: 
*' = «VVV 
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H O O F D S T U K 5 
EFFEKT VAN DE KONFIGURATIE EN KONFORMATIE OP DE INHIBITIE 
VAN HET REVERSE TRANSCRIPTASE. RESOLUTIE EN STRUKTUUR VAN 
EEN EPIDITHIODIOXOPIPERAZINE 
5.1. INLEIDING 
Zoals m hoodstuk 1 is uiteengezet, behoort het 
gliotoxine 1^  samen met de sporidesmines en het chaetocine 
tot de klasse van natuurstoffen die als gemeenschappelijk 
struktuurkenmerk een epidithiodioxopiperazme systeem 2 be­
vatten. De eerste twee verbindingen hebben een R-konfigura-
tie op de bruggehoofd koolstofatomen en bezitten selektieve 
antivirale eigenschappen, terwijl het chaetocine, dat op 
deze plaatsen een S-konfiguratie heeft, deze aktivitext niet 
vertoont . Dit gegeven zou een aanwijzing kunnen zijn, dat 
er een relatie bestaat tussen de konfiguratie der bruggehoofd 
koolstofatomen en de biologische aktiviteit van deze ver­
bindingen. 
51 Me 
-Me ©r. -^ 
СГ
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1 CH2OH 1 3 Me 
In hoofdstuk 2 is de synthese beschreven van het race-
misch gliotoxine analogon 3^. Deze verbinding inhibeert 
het reverse transcriptase, het RNA-afhankelijke DNA-polyme-
rase van RNA-tumor virussen, in dezelfde mate als gliotoxine 
\_ (hoofdstuk 3) . Om inzicht te krijgen in het verband tus­
sen enerzijds de antireverse transcriptase aktiviteit van 
epidithiodioxopiperazmes in het algemeen, en van _3 in het 
bijzonder, en anderzijds de konfiguratie op de bruggehoofd 
atomen, zou de aktiviteit van de enantiomeren van 3^  afzon­
derlijk vastgesteld moeten worden. In dit hoofdstuk wordt een 
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praktische methode beschreven voor de scheiding van 2 in d e 
beide enantiomeren 12^ en 13^ en wordt voor de afzonderlijke ver-
bindingen de inhibitie van het reverse transcriptase vermeld. 
Behalve de konfiguratie zou ook de konformatie van 3^  
van belang kunnen zijn voor de biologische aktiviteit. Uit 
de in hoofdstuk 3 beschreven resultaten is gebleken, dat het 
gliotoxine analogon _3 in zijn gereduceerde vorm geen biolo-
gische aktiviteit vertoont; de disulfide brug is dus essen-
tieel voor de werking. Het gemak waarmee 3_ met behulp van 
(C6H5)3P partieel kan worden ontzwaveld (zie hoofdstuk 6), 
een reaktie die met dialkyldisulfides niet verloopt, sugge-
reert dat de disulfide funktie in 2 bijzonder reaktief is. 
Draadmodellen doen vermoeden dat deze reaktiviteit veroor-
zaakt wordt door een abnormale tweevlakshoek in de disulfide 
funktie. Tevens blijkt dat de dioxopiperazine ring minder 
vlak is dan in de overeenkomstige niet overbrugde systemen. 
Deze eigenschappen zouden kunnen leiden tot een verzwakking 
van de S-S band ten opzichte van acyclische disulfides. Om 
inzicht te krijgen in de konformatie van 3y i-n het bijzonder 
omtrent de aard en de omvang van de spanning in de dioxo-
piperazine ring met de disulfide brug, werd de kristalstruk-
tuur opgelost met behulp van röntgendiffraktie. 
5.2. RESOLUTIE VAN 3_ 
De chemische resolutie van racemische cyclische di-
sulfides die geen handvat bezitten voor de omzetting in dia-
stereomeren, was in de literatuur nog niet vermeld. In prin-
cipe zou een scheiding van 2 i-n zijn enantiomeren slechts 
2 kunnen plaatsvinden met behulp van kristallisatie, of 
chromatografische* of kinetische methoden. Omdat de eerste 
methode meestal erg bewerkelijk is en de tweede nog niet 
zodanig is ontwikkeld dat daaruit gunstige resultaten te ver-
*Resolutie van konformatie enantiomeren van cyclische di-
sulfides is uitgevoerd door middel van chromatografie, ge-
volgd door kristallisatie . 
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wachten waren, hebben wi] aanvankelijk gekozen voor een schei-
ding, gebaseerd op een kinetisch gekontroleerde asymmetrische 
transformatie. B13 deze methode wordt gebruik gemaakt van het 
verschil in reaktiesnelheden van de beide enantiomeren met 
een optisch aktief reagens; wanneer dit reagens in ondernaat 
wordt gebruikt, zal de niet gereageerde uitgangsstof worden 
verrijkt in één enantiomeer. Er zijn twee reakties die met 
het disulfide _3 goed verlopen en als zodanig voor een asym-
metrische transformatie in aanmerking komen; namelijk de 
reduktie van 3^  naar 5 met thiolen (schema 5.2), een alge-
mene reaktie van disulfides,en de gedeeltelijke ontzwaveling 
van 3 naar 7. m e t fosfmen (bijvoorbeeld (C,H5),P, hoofdstuk 
6). In beide gevallen zijn tevens de eindprodukten _5 en 7 
weer om te zetten in 3", zodat ze niet als verloren behoeven 
te worden beschouwd. 
Voor de reduktie van 3 hebben wij gebruik gemaakt van 
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het optisch aktieve Cleland reagens 4. Gevonden werd, dat 
reaktie van het disulfide 2 m e t 0'5 equiv. dithiothreitol 4 
slechts racemische mengsels van 3^  e n L· opleverde. Betere 
resultaten werden verkregen bij de partiële desulfunsatie 
met behulp van het chirale difosfine 61 (-)Diop, waarvan 
'Voor de omzetting van 7. naa-z 2 Z l e hoofdstuk 7 
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het Rh-coraplex met sukses door Kagan^ werd gebruikt voor de 
katalytische hydrogenenng van dehydroanunozuren tot optisch 
aktieve aminozuren. Reaktie van het disulfide met 0,25 eguiv. 
van dit fosfine liet disulfide achter met een enantiomeer 
verrijking van 19%. Dit percentage kon worden bepaald met 
behulp van H-NMR Spektroskopie m aanwezigheid van een 
chiraal Eu-shift reagens: racemisch 2 toonde twee goed ge­
scheiden signalen voor zowel de N(l)-methyl als de C(2)-
methyl groep, wanneer het optisch aktieve shift reagens 
tris[З-(trifluoromethylhydroxymethyleen)-d-camphoratoj euro­
pium III werd gebruikt (zie figuur 5.3). Uit de integratie 
5.Э NMe C2Me 
TMS 
C9Me 
ü u 
TMS 
J Y 
3 2 1 ppm 0 5 4 3 2 1 ppm 0 
NMR zonder shift reagens NMR i.a.ν. Eu-shift reagens 
van de С(2)-methyl groep kon vri] nauwkeurig de enantiomere 
verhouding worden bepaald. Nadat in verder onderzoek was 
vastgesteld dat 12 (S-SQ ) rechts- en 13 (R_, R0 ) links-
— ¿. ya — ¿. ya 
draaiend is, kon uit de negatieve draaiing van het resteren-
de disulfide worden gekonkludeerd, dat de partiële desulfu-
nsatie van 1_2 (S^ Sq ) sneller verloopt. Uit het teken der 
draaiing van het gevormde monosulfide T_ kon met behulp van 
de in later onderzoek vastgestelde specifieke rotatie worden 
afgeleid, dat dit verrijkt is in de R0RQ, enantiomeren. 
i у a 
Dit is met in tegenspraak met de bovengenoemde konklusie, 
omdat, zoals in hoofdstuk 6 wordt aangetoond, de omzetting 
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gepaard gaat met inversie aan de beide bruggehoofd atomen. 
De grootte van de draaiing van respektievelijk het resteren-
de disulfide (-95 / [a]_ +-500°) en het gevormde monosulfide 
(+9,8°, [oOD +53°) is m overeenstemming met het verrijkings-
percentage van 19, gevonden met behulp van NMR Spektroskopie. 
Daar een verrijking van 19% echter te laag was voor het 
beoogde doel, zijn wij overgestapt naar een methode van re-
solutie, die berust op de vorming van diastereomeren. Het 
reaktieschema dat werd ontwikkeld voor de synthese van 3^ , 
verloopt via het stabiele dithiol 5_ (hoofdstuk 2), een ver-
binding die eveneens kan worden verkregen door een kwanti-
tatieve reduktie van 3_ met NaBH,. Dit racemisch dithiol kon 
worden omgezet in een mengsel van diastereomeren waaruit, 
zoals hieronder zal worden aangetoond, na scheiding de af-
zonderlijke enantiomeren van 3^  zonder racemisatie konden 
worden verkregen. Het resolutie agens werd geselekteerd op 
basis van de volgende overwegingen. Wij meenden dat een op-
timale resolutie mogelijk zou zijn, wanneer diastereomeren 
zouden worden verkregen, die een grote starheid bezitten*. 
Dit is te verwezenlijken door een optisch aktief bifunktio-
neel agens te gebruiken, waardoor een brug ontstaat tussen 
de beide merkapto groepen. Wanneer het bifunktionele agens 
tevens een as van symmetrie bezit, kunnen er slechts twee 
diastereomeren worden gevormd. Aan deze twee eisen voldoet 
een derivaat van 4, namelijk het disulfenylchlonde 9_. 
Deze verbinding kon kwantitatief worden verkregen uit het 
overeenkomstige disulfide 8^  door behandeling met SO-Cl, en 
een spoortje pyridine; verbinding j3 kan worden bereid uit 
L(+)-wijnsteenzuur in 50% opbrengst . 
Reaktie van de dimerkapto verbinding 5^  met het disul-
fenylchlondc 9 in CCI. gaf naast 3 een mengsel van de dia-
*Een mogelijke relatie tussen de starheid van diastereomeren 
en de doelmatigheid van hun scheiding kan worden afgeleid 
uit de stelling van Woodward dat scheiding van diastereomere 
zouten het best verloopt wanneer de chirale centra ruimte-
lijk zo dicht mogelijk bij elkaar zijn'. 
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stereomeren 1^0 en 1_1 in 56% opbrengst. De R^-waarden op 
TLC (CH2C12) bedroegen respektievelijk 0,23 en 0,29. Deze 
diastereomeren konden dan ook met behulp van kolomchromato-
grafie op kieselgel kwantitatief worden gescheiden. Reduktie 
van IQ_ en 11_ met NaBH. in ethanol, gevolgd door reoxidatie 
met ^-pyridine, gaf de enantiomeren 12^ ( [α]
 D +507 ) en 13_ 
([a]22-502 ) in een opbrengst van respektievelijk 73 en 70%, 
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terwijl ook 8, de precursor van het resolutie agens, weer 
werd teruggewonnen. De H-NMR spektra van 1^ en 13_ in aan-
wezigheid van een chiraal Eu-shift reagens toonden aan dat 
de optische zuiverheid groter is dan 95%. 
De absolute konfiguratie van de twee enantiomeren werd 
afgeleid uit de vergelijking van hun CD spektra met dat van 
gliotoxine (figuur 5.5). Gliotoxine 1, dat een R-konfiguratie 
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in het epidithiodioxopiperazine gedeelte bezit, toont een 
negatief Cotton effekt bij 230 nm, hetgeen is toe te schrij­
ven aan een η,ττ* overgang van de peptide band*. Hieruit 
werd gekonkludeerd dat in 1^ en 1^3 de bruggehoofd koolstof­
atomen de S- respektievelijk de R-konfiguratie bezitten. 
5.5 Circulair dichroisme kurven van 1, 12 en 13 
5.3. A:1TIREVERSE TRANSCRIPTASE AKTI7ITEIT 
De twee enantiomeren 12_ en L3 werden getest als Inhibi­
toren van het RNA-afhankelijke DNA-polymerase (reverse 
transcriptase) van rnuize leukemie virus. De beide enantio­
meren R en S veroorzaakten een even sterke inhibitie van de 
DNA synthese (figuur 5.6). Dit fenomeen was onafhankelijk 
van de gebruikte koncentraties en van de inkubatietijd met 
het DNA polymerase reaktie mengsel. 
*Ook voor andere natuurlijke epidithiodioxopiperazines waar­
van uit röntgen struktuur analyses de absolute konfiguratie 
bekend is, werd vastgesteld dat er een verband bestaat tus-
sen het teken van het Cotton-effekt en de absolute konfi-
guratie" . 
Θ9 
и ¿о 
koncentratie (yg/ml) 
¿00 
5.6 Effekt van de S en R enantiomeren \2^ en _13^  op de reverse 
transcriptase aktiviteit van muize leukemie virus 
12 (•); 13 (·); DMSO (o) 
5.4. RONTGbW STRUKTUURANALYSE VAU ¿ 
De knstalstruktuur van 3^  werd bepaald door middel van 
g 
rontgen diffraktic . Een projektie van de straktuur waarin 
de boot konformatie duidelijk tot uiting komt, is weerge-
geven m figuur 5.7. De tweevlaks hoeken tussen de vlakken 
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bepaald door de atomen [N(4),C(9a),C(10)] en [N(1),C(10), 
N(4),C(3)] en tussen de vlakken bepaald door de atomen 
[C(3),C(2),N(1)] en [N(1),C(10),N(4),C(3)] bedragen respek-
tievelijk 36 en 41 . De met de eerstgenoemde overeenkom-
stige hoek in de С(9a)-merkapto-C(2)-methyleen verbinding is 
22,5° (hoofdstuk 2). Het vrij grote verschil tussen de 
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dihedrals hoeken van de vlakken bepaald door de atomen 
[N(2),C(1),C(2)] en [N(1),C(2),N(2),C(4)] in3 (36°) en in 
de C(9a)-merkapto-C(2)-methyleen verbinding (22,5°) is in 
tegenspraak met de konklusie van Karle с.s· , die stelden 
dat de invloed van een disulfide brug op het dioxopiperazine 
"does not change appreciably the geometry of the ring". 
Karle c.s. kwamen tot deze konklusie door cyclo-(L-Pro-L-Leu) 
en 3,4-dehydroproline anhydride enerzijds te vergelijken met 
verschillende natuurlijke epidithiodioxopiperazines ander­
zijds. Deze konklusie is volgens ons niet gerechtvaardigd, 
omdat de disulfide brug niet de enige faktor is waarin deze 
verbindingen van elkaar verschillen. 
De dihedrale hoek van het -CSSC-gedeelte ( ω ) - in 
acyclische disulfides 80-100 - is in 3^  gereduceerd tot de 
zeer lage waarde van 13°, en is nage­
noeg gelijk aan die welke gevonden 
werd in gliotoxine 1 (12,3 ) . De 
toename in de inwendige energie die 
dit met zich meebrengt, komt geheel 
voor rekening van de toegenomen torsie 
energie, want anders dan bijvoorbeeld bij 1,2-dithiocyclo-
12 o 
pentanen is de S-S afstand (2,068 A) niet verlengd. Ten 
gevolge van de energie barrière voor de rotatie om een S-S 
band kan een disulfide voorkomen als een links- of een 
rechtshändige helix . In de R-enantiomeer 1^3 is de chira-
liteit van de CSSC groep linkshandig, zoals ook is gevonden 
in l11. 
5.5. DISKUSSIE 
Een eenvoudige methode is beschreven voor de resolutie 
van het racemisch epidithiodioxopiperazine 3_, die bruikbaar 
lijkt voor andere chirale, cyclische disulfides. De scheiding 
die berust op de vorming van diastereomeren, voldoet aan al 
2 de voorwaarden die Wilen voor de enantiomeren scheiding 
via diastereomeren heeft geformuleerd; zo is het chirale 
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agens in een redelijke opbrengst te maken uit een goedkope 
uitgangsverbinding, de reaktie van dit agens met het race-
misch mengsel verloopt goed, de diastereomeren 213η gemakke­
lijk te scheiden en leveren in hoge opbrengst het verlangde 
produkt terug, terwijl daarbij de precursor voor het chirale 
agens zelf eveneens wordt teruggewonnen. 
Gevonden werd, dat de beide enantiomeren 12_ en .L3 
dezelfde antireverse transcriptase aktiviteit bezitten. 
Dit op zich zelf merkwaardige verschijnsel impliceert, dat 
er geen relatie bestaat tussen deze biologische aktiviteit 
van epidithiodioxopiperazines en de konfiguratie van hun 
bruggehoofd koolstofatomen. Voor een uitvoerige diskussie 
omtrent een mogelijk werkingsmechanisme zij verwezen naar 
hoofdstuk 3. Opgemerkt zou kunnen worden, dat ook het ver­
schil in antivirale werking tussen spondesmme en chaeto-
cine, die met betrekking tot de disulfide brug als antipoden 
beschouwd kunnen worden, slechts berust op het verschil m 
substitutiepatroon bij deze beide epidithiodioxopiperazines. 
De röntgen struktuuranalyse van _3 toont een uitgespro-
ken boot konformatie van de dioxopiperazine ring, die in 
stand wordt gehouden door de aanwezigheid van de disulfide 
brug. Bovendien bezit dit disulfide gedeelte een aanzien-
lijke torsie spanning. Deze konformatie en torsie spanning 
vergemakkelijken ongetwijfeld het breken van de S-S band 
in Ъ_. Een zelfde effekt is gevonden bij 1,2-dithiocyclo-
14 o 
pentanen (ω = 27 ); het verbreken van de S-S band onder 
4 
invloed van mercaptiden verloopt daar ongeveer 10 maal zo 
snel als bij niet getordeerde disulfides. Deze, door de 
struktuur bepaalde, verhoogde reaktiviteit van de disulfide 
brug past geheel in de voorstelling (hoofdstuk 3) dat de 
werking van het gliotoxine analogon 3^  berust op een disul-
fide-thiol uitwisselingsreaktie (schema 5.9). Deze hypothe­
se wordt ondersteund door de eerder gevonden waarneming dat 
wel het disulfide З^  maar niet het dithiol 5 m staat is het 
reverse transcriptase te inhiberen. 
92 
5.9 Me 
-Me 
SH 
N> Me 
К 
Me S-S-enzyn 
93 
5.6. EXPERIMENTEEL GEDEELTE 
De algemene opmerkingen vermeld m § 2.3. gelden ook 
voor de hierna genoemde experimenten, met uitzondering dat 
voor H-NMR tetramethylsilaan (6=0) als interne standaard 
is gebruikt. 
Reaktie van 3_ met (-)-Diop (6) 
Aan een oplossing van 320 mg (1 mmol) _3 m 15 ml droge 
dioxaan werd onder roeren bij 0oC 124 mg (0,25 mmol) (-)-Diop 
toegevoegd. Na 1 uur roeren werd het oplosmiddel onder va-
cuüm verwijderd en het residu gezuiverd door middel van 
kolomchromatografie op 50 g kieselqel (Merck, PF-254) met 
CC1.-CHC1, (1:1 v/v) als eluens. Dit leverde het monosulfide 
2_ op, naast ongereageerde uitgangsstof 3. Van de laatste 
werd de enantiomeer verrijking bepaald door middel van 
H-NMR Spektroskopie in CCI,: in de aanwezigheid van 
tris 3-(tnfluoromethylhydroxymethyleen)-d-camphorato euro-
pium (III) (Aldrich) toonde zowel de NtD-CH, alsook de 
C(2)-CH3 groep twee signalen; integratie van de laatste gaf 
een verrijking van 19% in één enantiomeer (piek oppervlak 
27:40). Uit de specifieke rotatie [a]p2-95° bleek dat deze 
de R-konfiguratie bezat. De draaiing van het geïsoleerde 
monosulfide T_ bedroeg [α] _ +9,8° De specifieke rotatie van 
het optisch zuivere monosulfide met Rp,R„ konfiguratie is 
[а]ц2+530 (zie hoofdstuk 6) . 
S,S-Dichloro-2,3-O-i s ору ору lidene-1,4-dithio-Lg-threibol £ 
Aan een oplossing van 1,27 g 8 (6,65 mmol) { H-NMR 
(CC14) ó 3.55 (m, 2H), 3.10 (m, 4Η) en 1.42 (s, 6H)} m 17 
ml CCI. werd bij kamertemperatuur 0,897 g (6,65 mmol) SC^Cl, 
toegevoegd, gevolgd door een druppel pyridine. Het reaktie-
mengsel, waarvan de kleur veranderde van kleurloos naar geel 
zodra de base werd toegevoegd, werd binnen 15 minuten ge­
bruikt voor de volgende reaktie. NMR (CC14) δ 4.30 (m,2H), 
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3.42 (m, 4H) en 1.42 (s, 6H). 
Diastereomeren 10_ en _2_2 
Aan eon oplossing van 2,145 g (6,65 mmol) 5 en 1,05 g 
(13,3 mmol) pyridine in 500 ml alkohol-vrije СІ^С^ werd 
onder roeren een oplossing van 6,65 mmol 9_ in ССІч toege­
voegd. Na 10 min roeren bij kamertemperatuur waren op TLC 
(CH2C12) drie vlekken zichtbaar van respektievelijk 3 
(Rf: 0,43), IJD (Rf: 0,29) en 1Л (Rf: 0,23). De pyridine 
zouten werden afgefiltreerd en het filtraat op een vacuüm 
filmverdamper ingedampt. Het residu werd gescheiden op 200 g 
kieselgel H (Merck, type 60) met CC^-CH-Cl- (1:1 v/v) als 
eluens onder een druk van ongeveer 10 cm Hg; om een zuur 
gekatalyseerde deketalysering te voorkomen, werd boven op 
de kolom een dun laagje vast Na^ CO-j aangebracht. Slechts 
die frakties werden verzameld, die op TLC een enkele vlek 
te zien gaven, zodat rechromatografie van de frakties in 
het overlappende gebied nodig was. Van zowel 1_0^  als 1_1. 
werd 950 mg (28%) geïsoleerd. 
1_0: [α]ρ2-96,60 1С 2.565 in CHC13); NMR δ 1.17 (s, ЗН) , 
1.35 (s, ЗН), 1.43 (s, ЗН), 1.83 (s, ЗН), 2.13 (s, ЗН), 
3.13 (s, ЗН), 2.3-4.0 (m, 4Η), 4.00-4.38 (m, 2H), 7.30 
(m, ЗН) en 7.87 (m, IH). 
іі
:
 Ы п
2 - 5
'
0 5 0 ( с 2
·
0 2 0 i n
 СНС13); NMR (CDC13) bijna iden­
tiek aan dat van 10_, behalve dat voor de twee signalen bij 
δ 1.35 en δ 1.43 nu een breed singlet bij δ 1.40 (6H) aan­
wezig was. 
(2S, 9а8)9, 9a-Dihydro-l,2,9,9-tetramethyl-239a-epidtthio-
Z, lO-dioxopipevazino \_1, 2-a\ indole 12 en de (2Р.,9аВ) iso-
meer 1Z_ 
Aan een oplossing van 729 mg (1,42 mmol) 1_0 in een 
mengsel van 100 ml ethanol en 50 ml dimethoxyethaan werd 
onder roeren bij 0 С 360 mg (9,5 mmol) NaBH. toegevoegd, en 
na 10 min roeren nog eens dezelfde hoeveelheid NaBH^. Ver-
95 
volgens werd nog 20 m m bi;j 0 С en 15 min bi] kamertempe­
ratuur geroerd. Na het afdampen van het oplosmiddel en het 
toevoegen van water en CH-Cl-, werd de waterlaag op pH = 7 
gebracht met 1 N HjSO. en gewassen met CH^Cl^, waarna de ge-
kombineerde organische lagen werden gedroogd (Na?S04) en 
afgefiltreerd. Aan het ¿o verkregen reaktiemengsel werd een 
2,5% oplossing van I2 in CH2C12, bevattende 2 mol.equiv. 
pyridine, toegedruppeld, totdat de oplossing gekleurd bleef. 
Het reaktiemengsel werd gewassen met water, waaraan een paar 
kristallen Na2S203 waren toegevoegd en gedroogd op Na_S0.. 
Filtratie, gevolgd door indampen en kolomchromatografie van 
het residu op 100 g kieselgel H (Merck, type 60) met CC14-
CH2C12 (1:1 v/v) als eluens gaf naast 8, 331 mg (73%) 12, 
sm.pt. (MeOH) 140-143oC; [α]ρ2+507ο (C 2.010 inCHCl 3). 
TLC, NMR en IR waren identiek aan die van _3· 
Verbinding 12_ werd bereid als beschreven voor 1_2 in 70% op­
brengst (315 mg); [ct]p2-5C20 (C 2.345 in CHCl-j) . 
Reverse transcriptase testmengsel 
De test werd uitgevoerd op het reverse transcriptase 
van Moloney muize leukemie virus, zoals beschreven in 
hoofdstuk 3. De inkubatieti]den waren respektievelijk 30, 
60 en 120 min. In al deze metingen werd eenzelfde effekt 
gevonden voor zowel 12^ als 1_3, zodat alleen meetpunten bij 
120 min in figuur 5.6 zi^n aangegeven. Deze zi^n het ge­
middelde van twee afzonderlijke bepalingen. 
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H O O F D S T U K 6 
MECHANISME VOOR DE ONTZWAVELINGSREAKTIE VAN 
EPIDITHIODIOXOPIPERAZINES 
6.1. INLEIDING 
In zowel hoofdstuk 2 als hoofdstuk 5 werd beschreven 
dat een epidithiodioxopiperazine 1_ met behulp van fosfines 
gemakkelijk kan worden omgezet in het overeenkomstige mono-
sulfide 2. Alhoewel deze partiële ontzwavelingsreaktie 
1 2 3 
reeds eerder is toegepast bij verwante verbindingen ' ' , 
is het mechanisme van deze reaktie nog onbekend. Voor een 
volledige beschrijving van de omzetting is het onder andere 
van belang, de relatieve konfiguraties van de uitgangsver-
binding 1_ en het reaktieprodukt 2_ te kennen. Over het stereo-
chemisch verloop van deze omzetting is door verschillende 
auteurs reeds eerder gespekuleerd. 0D grond van circulair 
dichroisme studies poneerden Safe en Taylor dat de onc-
zwaveling van dehydrogliotoxine,een natuurprodukt waarin 
" ^ÒT° - ^ "r'b"0 
1 2 
het systeem 1_ voorkomt, verloopt met inversie van konfigura-
tie aan de beide bruggehoofd koolstof atomen van de dioxo-
piperazine ring. Zij kwamen tot deze konklusie omdat het 
teken van het Cotton-effekt van het verkregen monosulfide 
4 
tegengesteld is aan dat van het uitgangsprodukt. Sammes 
echter beweerde dat inversie op de beide centra mechanis-
tisch zeer onwaarschijnlijk is; het verschil in CD spektra 
zou volgens hem verklaard kunnen worden door aan te nemen 
dat er een interaktie bestaat tussen de disulfide chromo-
foor en de aromaat, die in het monosulfide niet mogelijk is. 
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Sato en Ніпо^ vonden bi] de desulfurisatie van een ander 
epidithiodioxopiperazine een dimeer produkt. Deze auteurs 
veronderstellen dat een intermediair monosulfide 2_ gevormd 
wordt met retentie van konfiguratie via een Sn -type mecha­
nisme (schema 6.2). Het ontstaan van dit produkt werd 
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verklaard door de afsplitsing van het (C6H5),PS onder vor­
ming van een acylimminium ion B. Een dergelijk Sn -mechams-
verschilt principieel van het mechanisme dat Harpn en 
Glaeson0 hebben opgesteld voor de omzetting van 1,2-dithianen 
Ъ_ met aminofosfmes tot de overeenkomstige thiolanen 5^  
(schema 6.3). Zij vonden dat daarbij inversie van konfigu­
ratie op een van de koolstofatomen optrad. Dit werd ver­
klaard door een mechanisme waarin de ontleding van een inter­
mediair fosfoniumzout £ plaatsvindt via een interne Sn -reak-
tie. 
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In het voorgaande hoofdstuk hebben wi-] een methode be­
schreven voor de resolutie van verbindingen die een epidi­
thiodioxopiperazine systeem !_ bevatten. De absolute konfi-
guraties van de enantiomeren van het disulfide 6 werden be­
paald uit de CD spektra. Bevestiging van deze toekenning 
werd verkregen uit een röntgen struktuur analyse. Omdat van 
optisch aktief £ zelf geen voor röntgen diffraktie geschikte 
kristallen konden worden verkregen, werd de bepaling van 
de absolute konfiguratie gedaan aan het overeenkomstige 
tetrasulfide 9 (S.Sn )'. Deze verbinding kon zonder racemi-
— ¿. y a 
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satie* uit 6 (S 0S Q ) worden bereid door reduktie, gevolgd 
door behandeling met S.C1 2 (schema 6.4). Het enantiomeer 
van 6^  met R,R-chiraliteit werd gebruikt voor de bestudering 
van het stereochemisch verloop van de omzetting in het over­
eenkomstige monosulfide. 
6.2. STEREOCHEMISCH VERLOOP VAN DE ONTZWAVELINGSREAKTIE 
De reaktie van §_ met (Ο,Η^Ϊ^Ρ in dioxaan gaf het mono­
sulfide 2 (schema 6.6) in een opbrengst van 93%. In het CD 
spektrum (figuur 6.5) is het teken van het Cotton-effekt 
van het monosulfide tegengesteld aan dat van het disulfide. 
Hetzelfde werd waargenomen voor de overeenkomstige reaktie 
ι s 
met dehydrogliotoxine en sirodesmine PL . In figuur 6.5 
zijn ook de CD spektra weergegeven van het optisch aktieve 
tri- en tetrasulfide die zonder verandering van konfigura­
tie aan de bruggehoofd atomen uit 6 (R_,RQ ) werden verkre-
— ¿ ya 
gen. Het blijkt, dat de overeenkomstige di-, tri- en tetra-
sulfiden met gelijke konfigurarie allen hetzelfde teken 
voor hun Cotton-effekt vertonen. Ons uitgangspunt was echter 
dat het teken van het Cotton-effekt van het epithiodioxo-
piperazine niet als een kriterium mag worden gebruikt voor 
de toekenning van de absolute konfiguratie, omdat in de 
polysulfides een interaktie van chromoforen kan optreden 
die in het monosulfide niet aanwezig is** •Reoxidatie van het intermediaire dithiol gaf 6^  met de oor-
spronkelijke optische zuiverheid. 
**Het Cotton-effekt bij 220-250 nm is afkomstig van een 
η,ττ* overgang van de amide band. De η,σ* overgang van de 
disulfide band ligt ook in dit gebied^. 
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Daarom hebben we gezocht naar een andere methode om de re-
latieve konfiguraties van epi(poly)thiodioxopiperazines te 
bepalen. 
In hoofdstuk 5 hebben wij reeds beschreven dat chirale 
reagentia een onderscheid kunnen maken tussen de enantiomeren 
van 6. Het chirale fosfine (-)-Diop reageert sneller met 
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het SS- dan met het RR-enantiomeer. Ook komplexatie van 
het chirale shift reagens tris [З-(trifluoromethylhydroxy-
methyleen)-d-camphorato]europium III met beide verbindingen 
gebeurt met een verschil in effektiviteit. Dit laatste 
werd gekonkludeerd uit de aanwezigheid van twee goed geschei­
den pieken voor onder andere de N-methyl groep in het met 
het shift reagens verkregen H-NMR Spektrum. We stelden dat 
indien het laatste effekt ook zou kunnen worden waargenomen 
bi] komplexatie van racemisch T_ met het shift reagens, en 
het bovendien mogelijk zou zijn de individuele pieken toe 
te kennen aan de afzonderlijke enantiomeren, wij op deze 
wijze ¿ouden kunnen bepalen of de omzetting van §_ tot het 
monosulfide verloopt met retentie of met een gehele of ge-
deeltelijke inversie van konfiguratie. Inderdaad toonde T_ 
evenals 6^  twee goed gescheiden, naar lager veld verschoven, 
signalen voor de N-methyl groepen wanneer het chirale 
europium III shift reagens werd gebruikt. Hetzelfde effekt 
werd ook waai genomen met het tetrasulfide £*. Een toekenning 
van deze pieken aan de enantiomeren van £, T_ en 9^  gebeurde 
op de volgende manier. Wanneer aan racemische mengsels van 
b_, respektievelijk optisch aktief £ en 9.' beide met R,R-
konfiguratie, werd toegevoegd, toonden beide verbindingen 
een verhoogde absorptie van het minst verschoven N-methyl 
signaal. Dit betekent dat de komplexatie van het shift 
reagens met de R,R-enantiomeren minder effektief is dan 
met de antipodes. Indien we aannemen dat komplexatie op-
treedt aan de ongehinderde kant van het zwavel overbrugde 
dioxopiperazine, dan kan voor het R,R-monosulfide hetzelfde 
effekt worden verwacht. Toen het reaktieprodukt van het 
R,R-disulfide b_ met (CfiH5)..P werd toegevoegd aan een race-
misch mengsel van !_, trad een toename op van het meest ver-
schoven N-methyl signaal. Uit deze gegevens trokken wij de 
'Het trisulfide 8^  werd in dit onderzoek niet betrokken, 
omdat deze verbinding bij kamertemoeratuur voorkomt in 
twee konformaties (zie hoofdstuk 2). 
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konklusie dat het R,R-disulfide is omgezet in het SS-mono-
sulfide. 
Een bevestiging van deze konklusie werd verkregen uit 
een rontgen struktuur analyse van T. · U:l-t intensiteitsdata 
verzameld met CuK -straling en gebruik makend van de anomale 
dispersie van het zwavelatoom kon worden vastgesteld dat 
het uit £ (R./R. ) verkregen produkt de SS-konfiguratie 
bezit*. 
Deze eerste kristal struktuur bepaling van een epi-
thiodioxopiperazine laat bovendien zien dat de dioxopiper-
azine ring in het monosulfide T_ minder vlak is dan in de 
11 12 
disulfides gliotoxine en het gliotoxine analogon 6^  , 
welke op hun beurt weer meer gebogen zijn dan het overeen­
komstige tetrasulfide 9 . De mate waarin de konformaties 
van £, 7 en £ naar de bootvorm tenderen, kan worden aange-
6 7 
geven met behulp van de dihedrale hoek tussen de vlakken 
bepaald door de atomen [N(1),C(2),C (3)] en [N(1),0(10),N(4), 
C(3)] en de hoek tussen de vlakken bepaald door de atomen 
[N(4),C(9a),C(10)] en [N(1),C(10),N(4),C(3)] (figuur 6.7). 
Deze hoeken bedragen voor het monosulfide (n = 1), disulfide 
(η = 2) en tetrasulfide (η = 4) respektievelijk 55,5° en 59,7°, 
41° en 36°, en 12,1° en 15,4°. 
"Van 7 (S-Sg ) kon, na talloze pogingen, slechts ëén bruik-
baar kristal voor de röntgenanalyse worden verkregen. Het 
CD spektrum van dit kristal was identiek aan het m figuur 
6.5 afgebeelde soektrum. 
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6.3. MECHANISME VOOR DE ONTZWAVELINGSREAKTIE 
Een mechanisme voor de partiële ontzwaveling van S_ 
tot 2 dat de inversie van konfiguratie verklaart, zou als 
volgt kunnen zijn (schema 6.8, route II). Een nukleofiele 
aanval van het fosfine, gevolgd door het verbreken van de 
disulfide band, geeft het fosfoniumzout A, dat, in tegen-
stelling tot de aanname van Hino en 3ato (route I), stabiel 
genoeg is om een ringopening van de dioxopiperazine ring 
onder vorming van een thiocarbonyl verbinding С te overle­
ven. Konformatie verandering geeft het intermediair D, dat 
weer kan ringsluiten tot E, een epimeer van A. Uitstoting 
2 
van (CfiH5)3PS door een Sn -achtige aanval van het sulfide 
anion geeft het monosulfide 2 met inversie van konfiguratie 
aan het tweede chirale koolstofatoom. 
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In deze verklaring wordt dus aangenomen dat het sulfide 
anion A in evenwicht is met een thiocarbonyl verbinding С. 
Het optreden van een dergelijk intermediair wordt onder­
steund door de volgende waarneming. Tijdens de ontzwavelings-
reaktie van ^ verandert de kleur van de oplossing van 
kleurloos naar rose, hetgeen een aanwijzing kan zijn voor 
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de aanwezigheid van een C=S funktie. Eenzelfde fenomeen is 
2 
door Murdock waargenomen bij de desulfurisatie van acetyl-
aranotine _17 (schema 6.12). Deze kleuring treedt ook op wan­
neer het dithiol 11_ (schema 6.9) wordt opgelost in polaire 
oplosmiddelen, zoals methanol of aceton. Wanneer echter 
zuurstof door een aceton-oplossing van 1_1 wordt geborreld, 
verdwijnt de kleur, om weer terug te keren wanneer de zuur­
stof wordt vervangen door argon. Dit effekt is ook waarge­
nomen bij thiobenzoylacetaten , en wordt daar toegeschreven 
aan een thiocarbonyl-enethiol evenwicht. Evenzo zou een even­
wicht tussen het dithiol ДЛ en de ring geopende thiocarbonyl 
verbindingen 1_2 en 13_ de door ons waargenomen kleuring van 
11 kunnen verklaren. Een dergelijke tautomerisatie werd ook 
14 
overwogen door Kishi als een verklaring voor de epimerisa-
6.9 Me 
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13 
tie van een dioxopiperazine trana-dithiol tot het overeen­
komstige oÏe-dithiol*. Overigens zijn de in schema 6.9 
aangegeven evenwichten in feite analoog aan het bekende 
evenwicht tussen een cyclische a-hydroxy-a-acetamido ver-
binding en de bijbehorende ring geopende struktuur 
Informatie betreffende de vraag of bij de desulfuri-
satie ook specifiek één der beide zwavelatomen wordt aan-
gevallen, werd verkregen uit het volgende experiment. Toen 
racemisch б werd behandeld met (C,HC),P in methanol in 
— 6 o J 
plaats van dioxaan, werd naast het monosulfide T. (33%) ook 
'Het is echter opvallend dat Kishi een epimerisatie mecha­
nisme via een thiocarbonyl minder waarschijnlijk acht dan 
twee andere mogelijkheden die hij bediskussieert, namelijk 
enolisatie van de amide carbonyl groep of een eliminatie­
additie reaktie van H2S. 
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het methoxythiol 1_0 (63%) gevormd. Dit duidt erop dat het 
6.10 
ß-zwavelatoom, het atoom met de minste st°rische hindering, 
bij voorkeur als (C,H 5),PS wordt uitgestoten. Men zou 
kunnen opperen, dat het ontstane monosulfide toch gevormd 
zou kunnen worden door een aanval van het (Ο,Η^)·,? op het 
a-zwavelatoom. Op grond van de volgende overweging menen 
wij echter dat dit onwaarschijnlijk is en dat de reaktie 
2 
volledig regiospecifiek verloopt. Voor een Sn -type reaktie 
is het noodzakelijk dat de -SPCCj-H-), groep uit een axiale 
positie overgaat in een equatoriale positie (C •* D, schema 
6 . 8 ) . Uit draadmodellen blijkt dat deze konformatie veran­
dering onwaarschijnlijk is, wanneer de tosfinesulfide 
groep op de C Q positie zit. Dit hangt samen met de star-7a 
heid van het pyrrolidine systeem, die wordt veroorzaakt 
o 
door het sp -karakter van het amide stikstof atoom. Deze 
barrière is niet aanwezig wanneer het ß-zwavelatoom wordt 
aangevallen door het fosfine; het intermediair 15_ kan ge-
makkelijk omklappen tot 16. 
6 11 
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Wanneer bovenstaande veronderstellingen juist zijn, 
zal een verbinding die twee pyrrolidine ringen bevat lang-
zamer moeten reageren met (СЛЦ)·}?· Omzetting tot een 
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monosulfide zou dan immers alleen mogelijk zijn via het 
Sn -type mechanisme, waarbij ofwel retentie van konfiguratie 
(route I) ofwel racemisatie (route тц) optreedt. Inderdaad 
vond Murdock" dat de ontzwaveling van acetylaranotine Г7 
slechts weinig monosulfide 1J3 oplevert (10-30%), terwijl in 
aanwezigheid van een spoortje ethanol slechts het overeen­
komstige ethoxythiol ^9 ontstaat. Dit resultaat is in schril 
kontrast met dat van de ontzwaveling van 6^  in methanol als 
oplosmiddel; bij deze reaktie wordt toch nog 33% monosulfide 
gevormd, naast 63% van het methoxythiol 10^  (schema 6.10). 
АГ3Р 
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Helaas is de konfiguratie van het gevormde dethioacetylarano-
tine j_8 door Murdock niet bepaald 
6.4. SAMENVATTING EN DISKUSSIE 
De ontzwavelingsreaktie van het epidithiodioxopiperazine 
£ met (С6Н5)_Р (schema 6.6) verloopt met inversie van kon-
figuratie aan de beide bruggehoofd koolstofatomen. Een me­
chanisme voor het stereochemisch verloop van deze reaktie 
zou als volgt kunnen zijn: het fosfine valt regiospecifiek 
aan op het ß-zwavelatoom, waarna een epimensatie optreedt 
op koolstofatoom CQ via een thiocarbonyl intermediair 
у a 
(zie route II, schema 6.8). Dit mechanisme is waarschijn­
lijk alleen van kracht wanneer het epidithiodioxopiperazine 
systeem met niet meer dan één pyrrolidine ring is verknoopt. 
Het stereochemisch verloop van de ontzwavelingsreaktie zou 
kunnen worden beïnvloed door gebruik te maken van een ander 
reagens dan (Ο,Η-),?. Immers, indien de ontleding van A 
naar В (schema 6.8) sneller zal verlopen dan de omzetting 
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van A in C, zal het disulfide _1 worden omgezet in het 
overeenkomstige monosulfide 2 met retentie van konfiguratie 
(route I) of met racemisatie (route III). In dit verband 
moet worden opgemerkt, dat het gemak waarmee de desulfuri-
satie optreedt waarschijnlijk kan worden toegeschreven aan 
de ring-en torsiespanning in het epidithiodioxopiperazine 
systeem (hoofdstuk 5); dialkyldisulfides reageren niet met 
17 trifenylfosfine 
Een nieuwe methode is beschreven voor de bepaling van 
de relatieve konfiguraties van de epi(poly)thiodioxopiperazines 
6, ]_, 8 en 9_. Deze methode berust op H-NMR in aanwezigheid 
van een chiraal shift reagens. Met behulp van deze tech-
niek en rontgen diffraktie is aangetoond, dat de CD kurven 
van deze gliotoxine analoga korreleren met de konfiguraties 
op de bruggehoofd koolstofatomen. Ze zijn dus een goed 
kriterium voor de bepaling van de absolute konfiguraties. 
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6.5. EXPERIMENTEEL GEDEELTE 
De algemene opmerkingen van § 2.3. gelden ook voor de 
hierna genoemde experimenten. 
Tris [З-(trifluoromethylhydroxymethylene)-d-camphoratoj 
europium III werd betrokken van Aldrich. De circulair di-
chroïsme spektra werden gemeten op een Dichrograph II 
Roussel-Jouan Paris bij koncentraties van 1,8 χ 10 mol/L. 
De synthese van (2R,9aR)-9,9a-dihydro-l,2,9,9-tetramethyl-
2,9a-epidithio-3,10-dioxopiperazino [l,2-a]indole (£) is m 
hoofdstuk 5 beschreven. De omzettingen hiervan in de ver­
bindingen ]_, S_ en 9_ werden uitgevoerd zoals beschreven voor 
racemisch Ь (hoofdstuk 2). 
Verbinding 7_ (S 2,S 9 a): sm.pt. 87-89
0C (CH2Cl2) ; [α]ρ
2
-530 
(с = 1,130; сн 2сі 2). 
Verbinding 8 (S^S-. ) : kon n i e t worden g e k r i s t a l l i s e e r d ; 
УЗ o
 — 
[a]p +414° (c = 1,165; CH 2C1 2). 
Verbinding 9_ (S2,S9a) : sm.pt. 147-149
0C (CH2Cl2-hexaan) ; 
[α]^2+5890 (с = 0,950; CH 2C1 2). 
9j 9a-Dihydro-lj 2,9j9-tetramethyl-2-methoxy-S,10-dioxo-9a-
mer aap topip e rasino \_1, 2-a]indole ( 10} 
Wanneer de ontzwavelmgsreaktie van racemisch 6_ werd 
uitgevoerd in methanol in plaats van dioxaan (zie hoofdstuk 
2), werd, na kolomchromatografie op kiezelgel, racemisch ]_ 
(33%) en 1£ (63%) geïsoleerd: IR (CHC13): 1680 cm-1 (CO); 
NMR: S 8,40 (m, IH, CgH), 7,60 (m, ЗН, С 6_ 8Н), 3,78 (s, 
ЗН, ОСН 3), 3,56 (s, IH, SH), 3,45 (s, JH, NMe), 2,18 (s, 
6H, C.,CH, + C
n
C H,) en 1,54 (s, 3H, CQCOH-.); massa spektrum 
m/e: 320 (M ), 288, 273, 260, 256 (M-SH-OCH3), 241 en 231. 
Behandeling van 10^ met CF3COOH in CCI, gaf kwantitatief het 
overeenkomstige merkaptoalkeen (verbinding 2_3 in hoofdstuk 2) . 
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H O O F D S T U K 7 
DE DOOR ZNC12 GEKATALYSEERDE ADDITIE VAN H-S AAN 
DIDEHYDROCYCLODIPEPTIDEN 
7.1. INLEIDING 
In hoofdstuk 1 is reeds opgemerkt dat epidithiodioxo-
piperazines 1_ opgebouwd gedacht kunnen worden uit twee 
a-merkapto aminozuur derivaten. Daarbij werd echter tevens 
vastgesteld en toegelicht dat dergelijke derivaten niet 
als zodanig kunnen worden gebruikt voor de bereiding van 
epidithiodioxopiperazines: het invoeren van zwavel funkties 
is pas zinvol nadat de dioxopiperazine ring is gevormd. 
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^ 
Ν' γ 
0* 
2 CH2 
In de literatuur zijn een aantal methoden beschreven 
voor de additie van zwavelnukleofleien aan dehydro amino-
1 2 
zuur derivaten 2 ' (zie § 2.2.2). Wij hebben gevonden dat 
het mogelijk is een dergelijke additie van H_S met behulp 
van ZnCl2 als katalysator op een kwantitatieve wijze als 
een regioselektieve a-additie aan mono-dehydrocyclodipepti-
den 2 t e bewerkstelligen onder vorming van 4^  (schema 7.2, 
zie ook hoofdstuk 2). Indien het mogelijk zou blijken een 
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βς 
Me 
-Me 
χ
 H2S/ZnCl2 
.0 ©; 
Me 
-Me 
>v 
"Me 
n
CH2 a X=SH,b X=H 
Me SH 
U 
dergelijke HpS additie ook met didehydrocyclodipeptiden 5^  
uit te voeren onder vorming van 6^, dan zou wellicht een 
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eenvoudige methode worden verkregen voor de synthese van 
een grote verscheidenheid van epidithiodioxopiperazines T_ 
(schema 7.3). Deze mogelijkheid wordt in dit hoofdstuk on-
73 
derzocht. Zoals in hoofdstuk 3 is uiteengezet, is deelstruk-
tuur J. verantwoordelijk voor de biologische aktiviteit der 
schimmelmetabolieten, die dit struktuur kenmerk bezitten. 
In het onderzoek naar de toepasbaarheid der H2S/ZnCl2 
reaktie werden de verbindingen 8-12 betrokken (schema 7.4). 
De keuze van deze verbindingen is door twee overwegingen 
bepaald. Enerzijds biedt de gekozen serie de mogelijkheid 
7 A CH2 CHC6H5 CHC6H5 
М % ^ * 0 
а сн2 
ч^  
12 
m снс6н5 
ν 
Ooi 
Д СН2 
enig inzicht te krijgen in de invloed van het substitutie­
patroon aan de dubbele band op de reaktiviteit; verwacht 
mag worden dat de exomethyleen funkties in £, 9_ en ^Л een 
reaktiviteit zullen vertonen welke overeenkomt met die van 
3y maar dat de benzylideen funkties in 9^  en 1Q_ een ver­
laagde reaktiviteit en de dubbele bindingen die deel uit­
maken van het aromatische systeem in 1_1^  en J^ 2een nog gerin­
gere reaktiviteit zullen hebben voor een additiereaktie. 
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Anderzijds werden de verbindingen 9y 1_1 en У2 in deze studie 
betrokken, omdat zij te beschouwen zijn als precursers voor 
analoga van de biologisch aktieve schimmelmetabolieten 
hyalodendnne, gliotoxine en aranotine (hoofdstuk _1, struk­
turen 5^/ З^  en £ respektievelijk) . 
7.2. SYNTHESE VAN DIDEIIYDROCÏCLODIPEPTIDEN 
Hoewel verschillende 3,6-dialkylideen dioxopiperazines 
zijn gesynthetiseerd, is tot nog toe geen algemene methode 
beschreven voor de bereiding van deze derivaten. Ook de 
methode van Shin , die berust op de reaktie van een mono-
alkylideen dioxopiperazine met een aldehyde of keton onder 
invloed van base, is voor verbindingen met een ea;o-methy-
leen groep (zoals 8^  9_ en 1Л) nog niet uitgewerkt. Daarom 
moest de bereiding van elk der verbindingen 8-12 afzonder­
lijk worden bestudeerd. 
Verbinding £[ kan in 11% opbrengst worden verkregen 
door een dimerisatie van N-methylalanine, gevolgd door bro-
4 
mering en dehydrobromenng . Wij verwachtten echter dat er, 
gebruik makend van onze ervaringen opgedaan bij de synthese 
van 2_, een meer efficiënte route voor de bereiding van 8 
mogelijk zou zijn, namelijk door additie van pyrodruive-
zuurchloride 1^ aan het imme ]_3, gevolgd door een intra-
molekulaire aanval van het amide stikstof atoom op het 
a-keto-carbonzuur gedeelte en afsplitsing van HCl en H.O 
(schema 7.5). Het imine 13 kan volgens de methode van 
7 5 R CHb 
I к Л-. Г\ LJA. ГЧ il ¿ 
Me. 
Mev С^І Ме^ ja 
-Ν^ ^С^ MeCOCOCl , Ν^ ^ С » Ν > ^ , Ν ^ί* 
ι — κ ' ι ι — * ι Ι — * Ι Ι 
NHMe -
 0^c,NHMe ^ K J * ^ 0 < ^ ^ 
13R=Me 0 V M e M e 1 6 0 H 8 |}н2 
Poisel en Schmidt^ worden verkregen door reaktie van 
NjN'-dimethylalanineamide met Bu 0C1, gevolgd door behande­
ling met NaOMe. Uit deze verbinding kon 8 inderdaad worden 
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Ьегел.(і, zoals is aangegeven in bovenstaand schema. Het rende­
ment van deze reakties was 34%, berekend op NfN'-dimethyl-
alamneamide. 
De synthese van de uitgangsstof 1_3 is ook op enkele 
andere manieren beproefd. Analoog aan de reaktie van pyro-
druivezure ethylester met n-butylamine , waarbij zowel 
aminolyse van de ester als vorming van een a-immo band op­
treedt, lieten we pyrodruivezure ethylester reageren met 
methylamine. Deze reaktie leverde echter geen eenduidig 
produkt op. Een reaktie van pyrodruivezuurc/ïZoride met 
methylamine in benzeen gaf daarentegen behalve N-methyl-
pyrodruivezuuramide ook direkt verbinding ^ (20-40%) . Ver-
moedelijk wordt in situ de imine verbinding \Ъ_ gevormd, 
die direkt met nog aanwezig pyrodruivezuurchloride door-
reageert onder vorming van 8^. Verandering van temperatuur, 
koncentratie of volgorde van toevoegen gaven geen aanwij­
zingen, dat door variatie van de reaktieomstandigheden de 
opbrengst nog verhoogd zou kunnen worden. 
De synthese van het 3-methyleen-6-benzylideen-2,5-
dioxopiperazine Э_ leverde meer problemen op. Hiervoor kon 
niet dezelfde route worden gevolgd als voor de bereiding 
van j3 (schema 7.5), omdat het imine ГЗ (R = CH20) niet sta­
biel bleek te zijn, maar bij vorming direkt omlegt tot het 
overeenkomstige dehydrofenylalanine derivaat. Het produkt, 
dat uit deze laatste verbinding na reaktie met pyrodruive­
zuurchloride ontstond, onderging niet de gewenste ring-
sluitmg. Dit resultaat kan als volgt worden verklaard: 
het C
a
-atoom in het pyruvoyldehydrofenylalamne mterme-
3 2 
diair is niet meer sp - (zoals in 1_5) maar sp -gehybridi-
seerd. Als gevolg hiervan zal het amide stikstof atoom 
geneigd zijn in hetzelfde vlak te liggen als het pyruvoyl-
gedeelte, dat daardoor een konformatie zal aannemen, die de 
ringsluiting bemoeilijkt. Daarom word getracht verbinding 
18a (schema 7.6) met behulp van Bu OC1 te N-chloreren, in 
de hoop dat na afsplitsing van HCl een omlegging van het 
acylimine zou optreden. N-methylenng zou daarna het ge-
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wenste produkt j5 opleveren. Ook deze aanpak faalde: ¿e 
chlorering van 18a gaf geen eenduidig resultaat. 
7 6
 ÏH2C6H5 ÏH2C6H5 W H , ОМе 
R
- N - C V 0 MeCOCOCl , ^ N ^ 0 H N ^ 0 
H
 H^Me J^ ^ Α .Ν 
12 
a R=H , b R=Me , с Р=СбН5СН20 
Il H 
Ш СИ, 19 СИ, 
Het bleek evenmin mogelijk om 18b met behulp van di-
chloordicyanochinon (DDQ), dat met sukses werd toegepast 
voor de bereiding van 11_ (vide infra) ι te dehydrogeneren 
onder vorming van 9^. Uiteindelijk kon 9^  worden verkregen 
uit 18c, waarvan de synthese is beschreven in hoofdstuk Я. 
Behandeling van 18c met NaOMe in MeOH gaf het 6-methoxy-
dioxopipera-áine 1_9 (zie hoofdstuk 8), dat na afsplitsing 
van MeOH onder invloed van CF COOH en N-methylermg met 
CH,I/K2C03 in dimethylformamide het dehydrocyclodipeptide 
9^  opleverde (43% opbrengst, berekend op 17c). Verbinding 
£ is fotolabiel, zodat de reaktie met H^S onder uitsluiting 
van licht moet worden uitgevoerd. De aard van de fotoche-
mische ontledmgsprodukten van 9^  is niet nader onderzocht. 
Het dehydrocyclodipeptide \Ъ_ kon op eenvoudige wijze 
worden verkregen door methylering van het m de literatuur 
9 
beschreven dibenzylideen glycine anhydride met behulp van 
CH,! in het twee fasen systeem 4 N NaOH/dioxaan. 
Voor de bereiding van 1_1 werd uitgegaan van het indool-
carboxylaat 2_Û. Daar een direkte acylering van het indool 
N-atoom niet mogeijk is , werd deze verbinding eerst gere-
duceerd en vervolgens omgezet in het mdoline carboxamide 
21 (schema 7.7). Deze verbinding kon met behulp van pyro-
druivezuurchlonde worden omgezet in een mengsel van 2_2 
en 2^ zoals is beschreven in hoofdstuk 2 voor het 3,3-di-
methyl -іпчіодоп. Refluxen van dit mengsel met DDQ en para-
tolueensulfon^uur in dioxaan gaf het verlangde dehydro-
systeem 11. 
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1 ) Sn/HCl , К ) ! ЭІ MeCOCOCl 
N С' 
Η .1. NHMe 
DDQ , 
Η* 
Verbinding j^ tenslotte kon volgens een bekende metho­
de worden gesynthetiseerd door kondensatie van het indool-
12 2-carbonzuur met behulp van S0C12 
7.3. ADDITIE VAN Η2S AAN DIDEHÏDROCÏCLODIPEPTIDEN 
De reaktiviteit van de gesynthetiseerde dehydrocyclo-
dipeptiden 8-12 met vloeibare H^S en ZnCl2 is onderzocht, 
met de bedoeling de eventueel gevormde 3,6-dimerkaptodioxo-' 
piperazines om te zetten in de overeenkomstige, zwavelover-
brugde verbindingen. Zoals in de inleiding van dit hoofd-
stuk is uiteengezet, zijn enkele van de aldus te vormen 
verbindingen analoga van bekende schimmelmetabolieten. 
Met H-NMR kon worden vastgesteld, dat na behandeling 
van 8^  met vloeibare H.S en ZnCl- (zie hoofdstuk 2), de beide 
methyleen groepen volledig waren verdwenen. Bovendien wekte 
het ontstaan van nieuwe signalen in het C-CH- gebied de 
indruk, dat er a-additie aan deze groepen had plaatsgevon-
den. De aldus gevormde verbinding werd behandeld met I2 in 
de verwachting dat ze zou worden geoxideerd tot het di-
sulfide 22_ (schema 7.8). Tot onze verrassing werd echter 
veel minder dan één equivalent !_, verbruikt Ьіц deze reaktie, 
1 ¿ 
terwijl de H-NMR spektra van de verbindingen voor en na 
de behandeling met I2 nagenoeg gelijk waren. Hieruit moest 
worden gekonkludeerd dat bij de H2S/ZnCl2 reaktie niet 
het dithiol 2_5 als hoofdprodukt was gevormd. Het eindpro-
dukt van beide reakties werd daarom door middel van kolom-
chromatografie geïsoleerd en bleek te bestaan uit een meng-
ue 
sel van het monosulfide 26^  en het disulfide 2Ί_ in een ver­
houding van circa 17:3 met een totaal opbrengst van 73%, 
berekend op jï. Deze twee strukturen werden toegekend op 
basis van het massa- en infrarood spektrum. Een analoog 
resultaat is waargenomen door Yoshimura c.s. biu de be-
handeling van 1,3,4,6-tetramethyl-3,6-dimethoxy-2,5-dioxo-
piperazine met H2S/ZnCl_. 
7 8
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De vorming van 2_6 en 2J_ uit ^ kon als volgt worden 
verklaard: additie van één equivalent H2S levert het merkap-
toalkeen 2^ op, dat met een tweede equivalent H?S zal door-
reageren tot een mengsel van het trans en het c-z-s-dithiol 
25, die onder de gegeven reaktieomstandigheden met elkaar 
in evenwicht zullen zijn. Bij het verwijderen van het H2S 
wordt dit evenwicht ingevroren en zal de trans-isomeer van 
2 25 worden omgezet in het monosulfide 2_6 door een Sn -reaktie 
van één der thiol funkties op het andere te vormen brugge-
hoofd koolstof atoom; het cis-dithiol kan een dergelijke 
reaktie niet ondergaan en zal met I2 m de volgende reak-
tiestap worden geoxideerd tot het disulfide 2_7. Aangenomen 
wordt dat het monosulfide 26^  ontstaat tijdens het opwerken 
en niet direkt al wordt gevormd uit 2_4 gedurende de H2S 
reaktie. Hiervoor zijn twee argumenten aan te voeren. Ten 
eerste hebben wij gevonden dat het analoge monosulfide 2&_ 
(schema 7.9) met vloeibare H^S en ZnClp kwantitatief wordt 
omgezet m het dithiol 4a, hetgeen een aanwijzing is dat 
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ook 2_6 tegen deze behandeling niet bestand is*. Ten tweede 
mag worden verwacht dat 2£ geen neiging zal vertonen tot 
vorming van een monosulfide; gevonden werd imners dat het 
merkaptoalkeen 3a een stabiele isoleerbare verbinding is. 
Me 7.9 Me 
-Me 
0* 
26 
if 
'%/-' vMe 
-Ü2S/ZnCl2-
(ort-, 
N~ Me 
Me Да Me ' S H 
Indien bovenstaande verklaring juist is, moet het 
trans-dithiol 2_5 in een veel grotere hoeveelheid als inter­
mediair worden gevormd dan het cis-dithiol. Eerder werd waar­
genomen (hoofdstuk 2), dat 3a onder dezelfde reaktieomstan-
digheden uitsluitend het cts-dithiol 4a oplevert. Gevonden 
werd ook (hoofdstuk 8) , dat het methoxyalkeen 29^ met 
H 2S/ZnCl 2 kan worden omgezet in het dithiol _30, waaruit na 
oxidatie het disulfide 3_1 ontstaat, terwijl de overeenkom­
stige С(6)-benzyl verbinding 32_ met H 2S/ZnCl 2 direkt door-
reageert tot het monosulfide 34 (schema 7.10). 
7.10 OMe H
 A S H 
Me, 
29 
с 6н 5сн 2 
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Инг
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_H25/ZnÇl2^ У ] 
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"Yoshimura neemt in zijn verklaring aan dat het monosul­
fide al tijdens de reaktie met H S/ZnCl2 wordt gevormd. Hij 
voert zijn reaktie echter niet uit met vloeibare H 2S onder 
druk. Gepland is alsnog ook de stabiliteit van 26^ zelf te 
bestuderen onder deze reaktieomstandiaheden. 
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Deze resultaten kunnen worden verklaard door aan te nemen 
dat de substituenten op С(6) bepalend zijn voor de ligging 
van het evenwicht tussen het ais- en trans-dithiol*. Indien 
in dit evenwicht een Zn-cis-dithiol komplex, zoals is voor­
gesteld in hoofdstuk 2, een rol speelt, zal wanneer dit 
komplex thermodynamisch stabieler is dan het trans-dithiol, 
na het verwijderen van H2S hoofdzakelijk het kinetisch 
gekontroleerde cis-dithiol ontstaan. Het verschil in sta­
biliteit der 3,6-digesubstitueerd-3,6-dimerkapto-dioxo-
piperazines is niet zo verrassend en is door Schmidt en 
14 15 
medewerkers ' ook gevonden in verwante systemen. 
Opvallend is het gemak waarmee 2_6 wordt gevormd; immers, 
de carbonylabsorptie in het infrarood spektrum laat zien 
dat ^6 meer ringspanning bezit dan 2J7 (respektievelijk 1710 
en 1690 cm ) en vermoedelijk ook meer dan het dithiol 2_5 
(van het dithiol 4a bedraagt deze waarde 1685 cm ). 
De reakties van H2S en ZnCl2 met de dehydrocyclodi-
peptiden 9-l_2 verliepen minder eenduidig. Na reaktie met 
9_ bleek alle uitgangsstof te zijn verdwenen; nieuwe methyl-
signalen in het H-NMR spektrum duidden weliswaar op een 
o-additie van H-S aan de exomethyleenijroep, maar diastereotope 
protonen van de benzyl groep waren niet aanwezig. Hetzelfde 
werd waargenomen bij de reaktie van ДЛ met H-S en ZnCl,· 
Volgens dunnelaag chromatografie werd met deze behandeling 
uit zowel 9_ als 1_1 een breed scala van produkten gevormd. 
De dehydrocyclodipeptiden 1_0 en V2 werden na de behandeling 
met ^S/ZnCl, bijna kwantitatief teruggewonnen. 
Indien we aannemen dat substitutie op С(6) in 32 ver­
loopt via een Sn -mechanisme, kan het gevonden verschil 
in reaktiviteit tussen 9_ en _32 worden verklaard doordat een 
intermediair carbenium ion op С(6) sneller wordt gevormd 
uit 3_2 dan uit £; aanval van H?S op dit ion moet dan wel 
*Bij een vergelijking der stabiliteit van de dithiolen on-
derling mag niet uit het oog worden verloren, dat verbin-
ding 4a, dankzij zijn starheid, één merkapto funktie in 
een gefixeerde "mast" positie heeft. 
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sneller verlopen dan een deprotonenng tot het benzylideen 
systeem. Een andere verklaring zou kunnen zijn dat de 
methoxy groep m У2 via een Sn^-reaktie wordt gesubstitu­
eerd. Gezien de stensche hinder rondom het С (6)-atoom moet 
deze laatste verklaring minder waarschijnlijk worden geacht. 
7.4. SAMENVATTING EN DISKUSSTE 
De reaktiviteit van een vijftal dehydrocyclodipeptiden 
met vloeibare H-S en ZnCl- als katalysator werd bestudeerd. 
Gevonden werd dat een additie van H-S aan een exomethyleen 
band in dergelijke verbindingen mogelijk is; uit de dimethy-
leen verbinding kon op deze wijze een epimono- en epidi-
thiodioxopiperazme worden verkregen. In die gevallen waar­
in de dubbele band is gekonjugeerd met een benzeennng of 
deel uitmaakt van een aromatisch systeem werd geen additie 
waargenomen. In dit verband zij opgemerkt dat, met behulp 
van H-S/ZnCl,, N-acetyl-dehydroalanine ethylester kwanti­
tatief kan worden omgezet in de overeenkomstige a-merkapto 
verbinding, terwijl de ethylesters van zowel N-acetyldehydro-
fenylalanine als van N-acetyldehydrovaline na eenzelfde 
reaktie bijna volledig worden teruggewonnen . Dit laatste 
gegeven impliceert, dat niet alleen een konjugatie van de 
dubbele band maar ook stensche en/of induktieve faktoren 
invloed hebben op het al of niet verlopen van deze door ZnC^ 
gekatalyseerde H_S-additie. In hoeverre de in dit hoofd­
stuk beschreven waarnemingen toe te schrijven zijn aan het 
laatstgenoemde fenomeen, behoeft een nader onderzoek. 
Bovendien zal de mogelijkheid kunnen worden bestudeerd 
of verbindingen, die met H^S/ZnClj het monosulfide geven, 
door reaktie met H2S2/ZnCl2 om te zetten zijn m epid-i-
thiodioxopiperazines. 
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7.5. EXPERIMENTEEL GEDEELTE 
De algemene opmerkingen vermeld in § 2.3. gelden ook 
voor de hierna genoemde experimenten, met uitzondering dat 
voor H-NMR tetramethylsilaan ( 5 = 0 ) als interne standaard 
is gebruikt. 
1,4-dimethyl-3}6-dime thy lene-2, S-dioxopiperazine {8) 
a: uit N}N'-dimethylatanine amide 
Aan 2,87 g Ν,Ν'-dimethylalanme amide in 75 ml ether 
werd onder roeren bij 0 С m het donker 2,8 ml tertiair 
butylhypochlonet toegevoegd, gevolgd door een oplossing 
van 0,57 g natrium in 75 ml droge methanol. Na 30 min roe­
ren werd het gevormde NaCl afgefiltreerd, het filtraat in­
gedampt en het residu opgelost in CHC1,. De oplossing werd 
gewassen met zo weinig mogelijk water. De organische laag 
werd gedroogd (Na,SO.) en ingedampt. Het verkregen produkt 
werd onmiddellijk voor de volgende stap gebruikt. NMR: 
6 3.24 (q, 3H, J = 0,8 Hz, =NMe); 2.83 (d, 3H, J = 6,0 Hz, 
N-Me); 2.03 (q, 3H, J = 0,8 Hz, CHj-C). 
Aan een oplossing van bovenstaande verbinding in 25 ml van 
een C H C I T / C C I . mengsel (1:1 v/v) werd langzaam bij -60 С 
12 ml van een oplossing van pyrodruivezuurchlonde in tetra 
(2 mmol/ml) toegedruppeld. Een volumineuze massa ongeïden-
tificeerde bijprodukten ontstond hierbij. Zo snel mogelijk 
na toevoegen van pyroduivezuurchlonde werd de oplossing 
gefiltreerd en ingedampt, waarbij HCl ontweek. Na herhaalde 
knstallisatie uit hexaan/CHCl3 werd 1,28 g (34%) zuiver 
geïsoleerd. IR (KBr) : 1610 cm (C=C) , 1680 cm-1 (C=0) ; 
NMR: δ 5.88 (d, 2H, =СН ); 4.96 (d, 2Н, =CH Û); 3.34 (s, 6Н, 
α ρ 
NMe); sm.pt.: verandering van kristallen bij ongeveer 140 С 
Massa: 166 (M +). Elementair analyse: (CgH
 0N 2O 2) С, H, N. 
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b: uit •pyrodrubVesuurohlor-Cde en methylamine 
Aan een oplossing van pyrodruivezuurchloride in CCI. 
(0.5-2 mmol/ml) werd onder i^skoeling 2 equiv. CH^NH- in ben­
zeen toegevoegd. Het gevormde HCl-zout werd afgefiltreerd, 
het filtraat ingedampt en opgelost in CH2C12. De oplossing 
werd gewassen met 5% NHCO, en water tot neutraal, waarna de 
organische laag werd gedroogd (Na-SO.) en vervolgens het 
oplosmiddel werd verwijderd. Verbinding 8^  kan door kns-
tallisatie van het residu uit CHCl,/hexaan worden verkre­
gen. De moederloog van deze kristallisatie bevat het 
N-methylpyrodruivezuuramide. NMR: δ 2.92 (d, 3H, NMe); 
2.48 (s, 3H, CH 3). 
Ij 4-dimethyl-3-methylene-6-henzylidene—2,5—dioxopiperazine (9) 
Aan een oplossing van 200 mg (0.77 mmol) 19c (zie 
hoofdstuk 8) m 10 ml CCI. werd 1 ml trifluorazijnzuur 
toegevoegd. Na 1 nacht roeren bij kamertemperatuur was de 
omzetting volgens TLC (2% MeOH/CH2Cl2) volledig. Aan het 
reaktiemengsel werd dichloormethaan toegevoegd en deze op­
lossing werd met 20 ml 0.1 N NaOH gewassen. Na drogen, 
filtreren en afdampen van het oplosmiddel werd het aldus 
verkregen produkt gemethyleerd zoals beschreven in hoofd­
stuk 8; NMR: 6 7.43-7.03 (m, 5H, 0), 7.0 (s, IH, 0СН), 
5.70 (d, IH, C=CH ), 4.92 (d, IH, C=CH ), 3.30 (s, ЗН, NMe). 
Op deze wijze werd 171 mg van de op TLC (CH2Cl2/2% MeOH) 
vrijwel zuivere verbinding 9_ verkregen; NMR: б 7.43-6.90 (m, 
5H, 0), 5.80 (d, IH, C=CH ), 4.96 (d, IH, C=CHD), 3.30 
α ρ 
(s, ЗН, ^ Ме) , 2.93 (s, ЗН, N.Me) . Vanwege de fotolabili-
teit van deze verbinding werd voor de H2S/ZnCl2 reaktie 
van kolomzuivering afgezien. 
Ij 4-dimethyZ-3,6-dibenzylidene-2
s
 S-dioxopiperazine (10) 
Aan een oplossing van 292 mg (1 mmol) dibenzylidene-
glycine-anhydride in 20 ml dioxaan werd 20 ml 4 N NaOH en 
2 ml CHjI toegevoegd. Na 16 uur roeren bij kamertemperatuur 
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werden de lagen gescheiden. Het dioxaan werd afgedampt, 
het residu opgenomen in CH-C1?/ gedroogd op Na.SO. en ver­
volgens werd het oplosmiddel verwijderd. Kolomchromatogra-
fie (kieselgel 60, СН.СЦ als eluens) gaf 144 mg (45%) van 
de op TLC homogene verbinding HK NMR: S 7.23 (s, ЮН, 
2 χ С6Н5І; 7.10 (s, 2Н, 2 χ СН); 2.92 (s, 6Н« 2 χ NMe). 
l-methyl-2-methy lene-3, lO-dioxopiperazino \_1, 2-a\ indole (11 ) 
Aan een oplossing van 880 mg (5 mmol) N-methyl-indoline-
2-carboxamide 2_1 (bereid uit ethyl indoline-2-carboxylaat 
met 30% waterige methylamine) en 710 mg (5.5 mmol) diiso-
propylethylamine in 50 mi ethanolvn^e CH2C12 werd 11 ml 
van een oplossing van pyrodruivezuurchlonde in CCI. (1 
inmol/2 ml) toegevoegd. Na 1 uur roeren bi] kamertemperatuur 
werd de oplossing met behulp van CF..COOH aangczuurd. Op 
TLC (5% MeOH/CH2Cl2) waren hoofdzakelijk twee produkten 
zichtbaar. Scheiding over kieselgel (Merck 60) met CH 2C1 2 
als eluens gaf 626 mg 23 (55%) en 384 mg 22_ (31%) . 
22: NMR: δ 8.00 (m, IH, CcH); 7.12 (m, ЗН, C
c
 - -H); 5.84(d,lH, 
=CH ); 4.97 (d, IH, =CH 0); 4.79 (t, IH, C Q H); 3.33 (d, 2H, a ρ ya 
C 9H 2); 3.22 (s, ЗН, NMe). 
23: NMR: δ 7.71 (m, IH, C 5H); 7.02 (m, ЗН, С, 7 „H); 5.53 
(s, IH, OH); 4.64 (t, IH, C Q H); 3.21 (d, 2H, C QH_); 3.05 
(s, ЗН, NMe); 1.54 (s, ЗН, C 2CH 3). 
Een mengsel van 2_2 en 23^  (verkregen uit 5 mmol 2_1_) werd op­
gelost in 100 ml dioxaan en hieraan werden 5 equiv. dichloor-
dicyanochmon en een spatelpuntje paratolueensulfonzuur 
toegevoegd. Na 1 nacht refluxen was volgens H-NMR alle uit­
gangsstof verdwenen; op TLC (5% MeOH/CH.Cl,) hebben ll_ en 
23 dezelfde R,-waarde. Na kolomchromatografie op kieselgel 
(Merck 60) met CH2C12 als eluens werd 752 mg (66%, berekend 
op 21) LI geïsoleerd. NMR: δ 8.29 (m, IH, C 5H); 7.13-7.65 
(m, ЗН, C 6 7 > 3 H ) ; 
3.34 (s, ЗН, NMe) 
7 8 H ) ; 6.00 (d, IH, =CH a); 5.13 (d, IH, =CH e); 
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1-methyl-Z-benzyl-6-methylene-2, S-dioxopiperazine (18a) 
Aan een oplossing van 890 mg (5 mmol) 1Т_з. (bereid uit 
het HCl ¿out van fenylalanine methylester met 30% waterige 
methylamme) en 710 mg (5,5 mmol) diisopropylethylamine in 
50 ml ethanolvrije CH2C12 werd 11 ml van een oplossing 
van pyrodruivezuurchloride in CCI. (1 mmol/2 ml) toegevoegd. 
Na 16 uur werd het oplosmiddel verwijderd/ het residu op-
genomen in 100 ml CH2C12 en gewassen met 0,1 N HCl. Na dro-
gen (Na2SO.) en afdampen van het oplosmiddel werd 1.065 g 
(86%) N-pyruvoyl fenylalanine-N'-methylamide verkregen. 
NMR: δ 7.11 (s, 5H, 0); 5.53 en 4.41 (2 χ t, IH, CH); 3.05 
(d, 2H, CH 2); 2.69 (d, ЗН, NMe); 2.38 (s, 3H, CHj). Dit 
werd opgenomen in 150 ml CCI.. Na toevoeging van 1 ml 
CF-COOH werd 50 uur gerefluxed, waarna volgens H-NMR kwan­
titatief 18a was ontstaan. NMR: δ 7.9 (br, IH, NH); 6.9-7.3 
(m, 5H, 0); 5.45 (d, IH, =CH ); 4.67 (d, IH, =CH0); 4.47 
α ρ 
(br.t, IH, С Η); 3.19 (d, 2H, CH 2); 3.06 (s, ЗН, NMe). 
1, 4-di.methy l-Z-benzy l-6-methy lene-2, S-dioxopiperaztne (I8b) 
Een oplossing van 960 mg (5 mmol) Ν,Ν'-dimethylfenyl-
alanine amide 17b werd met pyrodruivezuurchloride behan­
deld zoals is beschreven voor de synthese van I8a. Na 16 uur 
werd 1 ml CF,COOH toegevoegd, waarna vervolgens nog 2 uur 
bij kamertemperatuur werd geroerd. De oplossing werd ge­
wassen met 5% NHC03; na drogen van de organische laag op 
Na-SO. werd het oplosmiddel verwijderd. Knstallisatie uit 
CCl./hexaan gaf 890 mg (73%) witte naalden van 18b,· sm.pt. : 
120-122OC; NMR: δ 6.76-7.27 (m, 5H, 0); 5.18 (d, IH, =CH ); 
α 
4.30 (d, IH, =CH ); 4.28 (t, IH, C3H) ; 3.11 (d, 2Н, СН2) ; 
3.03 (s, ЗН, NjMe); 2.88 (s, IH, N.Me). 
3t6-epi(di)thio-lt3,4,6-tetrame thy 1-2,s-dioxopiperazine 
(26 en 21) 
Een oplossing van 500 mg j3 in 10 ml CH2C12 werd in een 
drukvat behandeld net 570 mg ZnC^ en vloeibare H-S. Na 1 
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nacht roeren bij kamertemperatuur werd het drukvat geopend 
en de ZnCl, afgefiltreerd en grondig gewassen. Oxidatie 
met I, in pyridine had nauwelijks invloed op het H-NMR 
spektrum van het filtraat. Na kolomchromatografie op kiesel-
gel Η (Merck 60), onder een druk van ongeveer 10 cm Hg, 
werd 450 mg (73%) materiaal verkregen dat volgens H-NMR 
bestond uit het disulfide 2T_ en het monosulfide 2b_ (15:85). 
IR: 1690 en 1710 cm"1 (2 χ C=0); NMR: δ 3.14 [s, NMe (25)]; 
2.88 [s, NMe (26)]; 2.02 [s, C-CH3 (25)]; 1.87 [s, ССН3 
(26)]. Massa: 232 (М+, 25), 200 (М+, 26). 
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H O O F D S T U K 8 
DE SYNTHESE VAN EPIDITHIODIOXOPIPERAZINES UIT 
N-HYDROXYAMINOZUREN. EEN BIOMIMETISCHE BENADERING 
8.1. INLEIDING 
De grote strukturele overeenkomst tussen gliotoxine 1_ 
en aranotine 3^  heeft geleid tot vele spekulaties omtrent 
hun biosynthese. Studies met gemerkte verbindingen hebben 
aangetoond/ dat het basisskelet van gliotoxine 1^  wordt op-
8.1 
1R=0H 2.R=H 
gebouwd uit serine en fenylalanine 
.1'2 
1-3 De N-CH, groep is 
afkomstig van methionine^ ". De zwavelatomen tenslotte wor-
4 den geleverd door cysteine . Drie belangrijke vragen resten 
nog omtrent verdere details van het biosynthetisch proces: 
г. Hoe ontstaat het dihydro-benzeen gedeelte?; гг. Op welke 
manier worden de zwavelatomen geïnkorpereerd?; i i i . Wat 
is de volgorde van deze processen? 
Het meest annemelijke antwoord, dat op de eerste vraag 
is gegeven, is afkomstig van Neuss en medewerkers , die een 
intermediair benzeen oxide В. (schema 8.2) voorstellen. 
Θ.2 
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Dit systeem is in evenwicht met het isomere oxepin С. Een 
nukleofiele aanval door het dioxopiperazme N-atoom in В 
op de epoxide ring geeft een gesubstituteerd cyclohexadienol 
van het type D, zoals in gliotoxine 1_ voorkomt. Na verdere 
oxidatie van het oxepin С tot E levert eenzelfde nukleofiele 
aanval het aranotine systeem F op. Het is in dit verband in­
teressant dat Aspergillus terreu-ì zowel gliotoxine als 
acetyl-aranotine produceert . 
Het probleem van de zwavelinkorperatie in deze verbin-
dingen ligt veel moeilijker. Omdat uit kuituren van 
Ρ envoillium terlikowskii naast gliotoxine een desthiodioxo-
piperazine met struktuur 4_ is geïsoleerd, dacht men aan-
vankelijk dat de inbouw van zwavel plaatsvindt door additie 
van thiolen aan dergelijke dehydropeptiden . Uit de in het 
vorige hoofdstuk beschreven resultaten blijkt dat H2S-addi-
tie aan soortgelijke systemen chemo-
synthetisch moeilijk te verwezenlijken 
is. Daarom lijkt deze verklaring niet 
waarschijnlijk. Dit geldt temeer, 
omdat gevonden is, dat de benzylische 
waterstof atomen van Dg-f enylalamne 
tijdens de biosynthese niet worden uitgewisseld , zodat een 
intermediair met een €
η
,€
η
 dubbele band moet worden uit-
9 9a 
gesloten. De omzetting van fenylalanyl-alanine anhydride 
α 
in het Cj^-deoxy analogon 2^  doet vermoeden, dat tevens een 
exo-methyleen band op C 2 geen rol speelt in de biosynthese. 
Wanneer in de biosynthese van gliotoxine ¿, en mogelijk 
van alle verwante epidithiodioxopiperazines van het type 7_, 
de invoering van de twee zwavelatomen op C- en CQ verloopt 10 
via een lonogeen mechanisme, dan zou volgens Sammes een 
acyliminium ion van het type 6^  de precurser kunnen zijn. 
Dit postulaat is m overeenstemming met alle tot nu toe 
bekende gegevens omtrent de biosynthese van ^, en is geba-
seerd op de bekende reaktiviteit van iminium ionen ten 
opzichte van nukleofleien. In hoofdstuk 2 is een reaktie 
van H?S met een acyl-a_chlooranune beschreven, die waar-
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schijnlijk ook verloopt (schema 2.9) via een acyliminium 
ion. Ook voor de zuur gekatalyseerde additie van thiolen 
11 12 
aan dehydroaminozuur derivaten ' (zie ook hoofdstukken 
2 en 7) kan een dergelijk intermediair worden gehanteerd. 
De vraag is echter, hoe zullen deze ionen in de biosynthese 
ontstaan. 
Wij stellen ons voor dat verbindingen van het type 6_ 
gevormd zouden kunnen worden uit de overeenkomstige di-N-
hydroxy-dioxopiperazines Ь^. Gedurende de laatste decennia 
zijn uit schimmels vele natuurprodukten geïsoleerd met een 
geoxideerde peptide binding -CON(OH)- . Met deze hypothese 
en uit de literatuur bekende gegevens zou men zich de bio-
synthese van gliotoxme _! dan als volgt kunnen voorstellen 
(schema 8.5): Behalve het aromaat gedeelte worden in A ook 
de N-atomen geoxideerd onder vorming van B, waarna water 
afsplitsing het diacylimine С oplevert. Aanval van het 
imme N-atoom uit het fenylalanme gedeelte op het benzeen 
oxide geeft na protonenng D. Na of gelijktijdig met deze 
rmgsluiting kan door een aanval van een cystine zwavel-
atoom op C Q het intermediair E worden gevormd. Een 
у a 
g-eliminatie in het cystine gedeelte en methylerlng geeft 
F, dat na eenzelfde eliminatie het gliotoxme oplevert. 
Deze hypothese omtrent de biosynthese zou aan waar­
schijnlijkheid winnen, indien aangetoond zou kunnen worden 
dat di-N-hydroxy-dioxopiperazines omgezet kunnen worden 
in 3,6-epidithiodioxopiperazines. Een aanzet tot een daarop 
gericht onderzoek wordt in dit hoofdstuk beschreven. Daar­
toe is de chemische omzetting van mono-N-hydroxy-dioxo-
piperazines in С (6)-gefunktionaliseerde derivaten onder­
zocht, en werd vervolgens aangetoond dat deze verbindingen 
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8.5 
0 - ^ - N H 2 
H NH \S-adenosyl-methionine 
D CH2OH 
I IL--5 » • 
5 H
 Λ?' N 
HOOC-CJ^  
£ H NH2 
kunnen worden omgezet in epidithiodioxopiperazines indien 
gebruik kan worden gemaakt van een tweede funktionaliteit 
op C,. De in dit hoofdstuk beschreven methode is wellicht 
ook te gebruiken voor de bereiding van a-gesubstitueerde 
peptiden in het algemeen. 
8.2. EEN EENVOUDIGE SYNTHESE VAN ESTERS EN AMIDEN VAN 
N-HYDROXY-a-AMINOZUREN 
Geschikte synthons voor de synthese van N-hydroxy-
dioxopiperazines j_2, zijn de O-beschermde N-hydroxy-a-
aminozure esters 8 of amiden 1_0 (schema 8.6, zie ook i 8.3); 
acylering van vrije N-hydroxy-a-aminozuur derivaten (9^  of 
11) is minder geschikt, omdat het kan leiden tot mengsels 
14 
van N- en O-geacyleerde verbindingen . In de literatuur 
zijn een aantal syntheses van N-hydroxy-a-aminozure esters 
15 16 
8^  en 9^  beschreven ' . Deze werden bereid door verestering 
van de overeenkomstige zuren. De gebruikte syntheses van 
de N-hydroxy-a-aminozuren hebben echter slechts beperkte 
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β6 tf 
R
'
o
-N-è-c^0 — > , R ' % / V o H
 ¿ 
8 R^CHjCgHg ,X=OEt (: 
9 R=H X = OEt 
10 R = CH2C6H5 X = NHMe ü 
U R'rH X = NHMe 
toepassing/ geven lage opbrengsten of zi;jn zeer omslach-
14-22 tig . Van de methoden die tot nu toe bekend zijn voor 
de bereiding van N-hydroxy-a-aminozuur derivaten lijkt die, 
welke gebruik maakt van nitronen als intermediair nog het 
best te voldoen ' . De N-hydroxy-a-aminozure ari-г den 10_ 
en 1_1_ zijn nog niet eerder beschreven. 
In deze paragraaf wordt een eenvoudige synthese van 
esters 9_ en amiden 1_1 van N-hydroxy-a-aminozuren en hun 
overeenkomstige O-gebenzyleerde derivaten ((} en 1^ 0) be­
schreven. Deze verbindingen kunnen in goede opbrengst (zie 
tabel 8.7) worden verkregen door selektieve reduktie van 
de gemakkelijk toegankelijke oximen 13-16. 
De meeste α-oximino esters (1_4J en hun O-benzyl deri­
vaten (1_3) werden bereid uit a-ketozuren door deze te laten 
reageren met hydroxylamine-hydrochlonde of O-benzylhydroxyl-
amine-hydrochlonde in aanwezigheid van para-tolueensulfon-
zuur en in alkohol als oplosmiddel. Door destillatie van het 
reaktiemengsel werd het gevormde water daaruit als azeotroop 
mengsel verwijderd. De verbinding 14c werd verkregen door 
23 
nitrosering van benzylmalonzure diethylester ; O-alkylering 
van het produkt gaf 13c in 84% opbrengst. De esters (13 
en _14_) konden kwantitatief in de overeenkomstige N-methyl-
amiden worden omgezet door ze met een waterige oplossing 
van methylamine in dioxaan te behandelen. 
Hoewel redukties van a-oximinozwren met cyanoboor-
hydndes tot de overeenkomstige N-hydroxy-a-aminozuren 
21 22 bekend zijn ' , bleek ons dat deze methode faalt bij de 
reduktie van α-oximino esters en amiden. Daarom beproefden 
24 
wij een onlangs door Kikugawa en Kawase beschreven reduktie— 
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"ЧА 
13 
IA 
15 
16 
^о 
c-
k 
R* 
R'O. /СН^ ^О 
» N С' 
Н
 i 
РгСНгСе^.ХзОЕі 
R'=H,X=OEt £ 
R'=CH2C6H5,X = NHMe 10 
R=H,X=NHMe 11 
R" = pyridine.BH, (Me)зМ.ВН3 
8а 
Ь 
с 
d 
e 
9а 
b 
с 
d 
e 
£ 
Я 
10а 
Ь 
G 
e 
l i b 
e 
g 
H 
сн3 
сн 2 с 6 н 5 
C 6 H 5 
с 2 н 5 
H 
сн3 
сн 2 с 6 н 5 
C 6 H 5 
C 2 H 5 
; C 3 H 7 
CH 2 SCH 3 
H 
сн3 
сн 2 с 6 н 5 
C 2 H 5 
сн3 
C 2 H 5 
CH^SCH, 
95%c 
94%£ 
50%г 
0%l 
47%c 
75%£ 
82%£ 
100% 
lOOl1 
100% 
ontleedt 
100%b 
100%b 
100%b 
100%b 
75%b 
90% 
100% 
75%l 
b,d 
b,d 
100% 
100%t 
100%t 
65% 
100%l 
a, с 
100%l 
100%1 
94% 
100%t 
a,e 
Tabel 8·7: Opbrengsten van N-hydroxy-aminozuur derivaten 8-11, 
bereid uit de overeenkomstige oximino-verbindm-
gen 13-16. Tenzij anders wordt aangegeven, werd 
van het pyridine.BH, 3 mol.equiv. en van het 
(Me)3N.BH3 1 mol. equiv. gebruikt. De verkregen 
opbrengsten zijn per betreffende methode weerge­
geven. 
a: na kolomchromatografie; b: gebaseerd op H-NMR; 
c: 4 mol.equiv.; d: 5 mol.equiv.; e: 8 mol.equiv. 
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methode voor oxiraen, waarbij van een boraan-pyridine kom-
plex gebruik wordt gemaakt. Het bleek mogelijk met deze 
methode na een kleine modifikatie de selektieve reduktie 
van de a-oximino derivaten 13-16 tot de overeenkomstige 
N-hydroxy-a-aminozure esters (8^  en 9^) en amiden (1£ en 11) 
te realiseren. Wanneer een 7-11 N ethanolische HCl-oplossing 
wordt toegedruppeld aan een oplossing van een oximino ester 
of amide en het boraan-pyridine komplex in ethanol met een 
zodanige snelheid, dat de temperatuur niet boven 40 С komt, 
wordt een N-hydroxy-a-aminozuur derivaat verkregen. Onze 
resultaten zijn weergegeven in tabel 8.7. Als gevolg van 
ontleding tijdens kolomchromatografie op kieselgel zijn de 
opbrengsten aan de gezuiverde N-hydroxy-a-aminozure esters 
9a,b en с aanzienlijk lager dan het op basis van de H-NMR 
spektra berekende omzettingspercentage. Verbinding 9d kon 
niet worden verkregen, omdat het uitgangsoxim 14d onder de 
sterk zure reaktieomstandigheden ontleedt. Oxim 13d kon met 
behulp van pyridine.BH, in het geheel niet worden gereduceerd, 
terwijl bij de reduktie van 13c naast 8c nog 50% uitgangs­
stof werd geïsoleerd. Onvolledige reduktie werd ook waarge-
nomen bij een aantal oximinozure amiden (15b en vooral a, 
en 16g). 
Een goede verklaring voor deze wisselende resultaten 
is nog moeilijk te geven, omdat het mechanisme van deze 
redukties niet precies bekend is. Het is echter duidelijk 
dat deze uiteindelijk tot stand komt door hydride overdracht 
en het lijkt aannemelijk dat het oxim daartoe eerst ge-
protoneerd moet worden. Deze inleidende protonering zou 
ertoe kunnen bijdragen, dat amiden in het algemeen minder 
goed worden gereduceerd dan esters; de amide funktie kon-
kurreert meer met de oximprotonering dan de ester funktie. 
De slechte resultaten, die bij de oximen 13c en d, 15c en 
16g werden verkregen, lijken eerder een sterische achter-
grond te hebben; indien het gehele amine-boraan komplex 
bij de hydride overdracht betrokken is, zal dat bij oximen 
waarin R" volumineus is langzamer geschieden. De omzetting 
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van deze sterisch gehinderde oximen lijkt ook na langere 
reaktietijd nog onvolledig. Waarschijnlijk is dit te wijten 
aan de relatief snelle ontleding van het reducerend agens 
in zuur milieu, waarbij B_H, ontwijkt. 
Het lag dan ook voor de hand om als reducerend agens 
25 
een stabieler amine.BH, komplex te gebruiken . Zoals uit 
tabel 8.7 blijkt, verlopen de meeste redukties inderdaad 
nagenoeg kwantitatief wanneer hiervoor het boraan-trimethyl-
amine komplex wordt gebruikt. Het nadeel van dit reagens is 
echter dat het gevormde Me3N.BH2Cl komplex slechts zeer 
langzaam verder ontleedt, zodat een chromatografische zui­
vering van de gewenste verbinding noodzakelijk is. Bij ge­
bruik van pyridine.BH, dat volledig doorreageert onder vor­
ming van pyridine.HCl, is deze zuivering niet nodig, omdat 
bij de volgende reaktie die met de N-hydroxy-a-aminozuur 
derivaten wordt uitgevoerd, namelijk een acyleringsreaktie 
(zie i 8.3.), pyridine niet stoort. Vanwege deze praktische· 
problemen verdient het dus aanbeveling om bij de reduktie 
van a-oximinocarbonzuur derivaten eerst pyridine.BH, te 
proberen, voordat eventueel wordt overgegaan op stabielere 
boraan-komplexen. 
8.3. SYNTHESE VAN N-HYDROXY-DIOXOPIPERAZINKS 
In paragraaf 8.1. is uiteengezet dat wij wilden na­
gaan of een chemosynthese van epidithiodioxopiperazines ]_ 
uit di-N-hydroxydioxopiperazines 5^  mogelijk is. Aantrekke­
lijke intermediairen in deze omzetting zijn de 3,6-digefunk-
tionaliseerde derivaten _17 (schema 8.8), waarbij Ζ in eerste 
instantie ook een niet zwavelhoudende substituent mag zijn. 
In de literatuur is slechts één methode beschreven 
voor de synthese van verbindingen van het type 5^  . Deze 
berust op de reaktie van hydroxylamine met N-hydroxy-N-a-
halogeenacyl-aminozure esters 18_. Omdat deze reaktie een 
laag rendement heeft en ook de bereiding van И} moeizaam 
verloopt, werd besloten de omzetting van 5^  in ]_ eerst te 
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bestuderen aan de hand van een modelreaktie. Gekozen werd 
voor de bereiding van het mono-N-hydroxy-dioxopiperazìne 20/ 
en de omzetting daarvan in een С(6)-gefunktionaliseerde 
verbinding 21^ . Evenals voor \%_ verloopt de in de literatuur 
vermelde reaktie van ^9 met hydroxylamine tot 2£ met laag 
2 б 
rendement . Een beter schema voor de synthese van mono-N-
hydroxy-dioxopiperazines leek ons de reaktieserie, die is 
weergegeven in schema 8.9. Acylering van J^O met pyrodruive-
.9 F* ij 
С 6 н 5 с н 2 0 ч yZK * 0 СбНзСНгО CH . 0 
> Г Ç x MeCOCOCl „ N Ç 
H
 NHMe 22 I NHMe 
Ifl o ^ N c^  
23 0 ^ ""-Me 
-H2O 
"Ч^-**-
0
 c 6 H 5 CH 2 o^ N /k N ^o 
0'-" ^ Ν ^ Μ β 0 ^ ^ j ^ N ^ M e 
25 CH2 Ik CH2 
a.R=H b R = Me с R = CH2C6H5 
zuurchloride 22^  zou het intermediair 2Ъ_ kunnen opleveren, 
dat na ringsluiting en water afsplitsing het С(3)-methyleen 
dioxopiperazine 2_4 zou kunnen geven. Verwijdering van de 
benzyl groep in 2_4 geeft vervolgens het mono-N-hydroxy-dioxo-
piperazine 2_5· Deze verbinding heeft als aantrekkelijke 
eigenschap dat ze behalve als modelverbinding, eventueel 
135 
als uitgangsstof zou kunnen dienen voor de bereiding van een 
epidithiodioxopiperazme omdat ook C(3) gefunktionaliseerd 
kan worden. 
27 Reaktie van pyrodruivezuurchlonde met de N-oenzyloxy-
amino¿ure methylamiden 10a-c in aanwezigheid van triethyl-
amine gaf na 16 uur roeren bij kamertemperatuur de geacy-
leerde verbindingen 2_3. Deze acylenngsreakties verlopen 
langzamer dan bij de overeenkomstige N-methyl-aminozure 
2 8 
methylamiden ; het N-atoom m deze laatste verbindingen 
is nukleofieler dan in de N-hydroxy-ammozuur derivaten 10. 
De ringsluiLing van 2_3 en de dehydratatie van het inter-
mediaire carbinol werden met CF^COOII als katalysator tot 
stand gebracht. Op deze wijze konden na knstallisatie of 
kolomchromatografie de O-gebenzyleerde dioxopiperazines 24a, 
b en с in goede opbrengst (respektievelijk 58%, 71% en 54%) 
worden verkregen. De benzyl groep kon kwantitatief worden 
29 
verwijderd met behulp van H^/PdC ; hierbij werd echter ook 
de exocyclische dubbele band gehydreerd, zodat verbindingen 
van het type 26a-c werden geïsoleerd (schema 8.10). Af-
Θ 10 R 
H0
 V ^ "0 
α 
.Ν, 
Ы Y 26 Me 
û ^ Y ^ M e «^зсо&^ HO 
2A CH2 
О ^ ^^ "Me 
a R = H b R=Me 11 
с R=CH2C6H5 25 CH2 
splitsing van de benzyl groep met behoud van de methyleen 
funktie kon worden gerealiseerd door gebruik te maken van 
29 het zeer sterke zuur BÍCF.CO-), . Op deze wijze kon uit 
24a het overeenkomstige N-hydroxy-alkeen 25a in 79% opbrengst 
worden verkregen. Met 24c verliep deze reaktie minder eenduidig; 
de omzetting van 2^b in 25b moet nog worden bestudeerd. 
De vrije N-h/droxy-dioxopiperazines geven allen met FeCl^ 
136 
de voor hydroxamzuren kenmerkende donkerrode kleur 
8.4. REACTIES МЕГ N-UÏDROXY-OIOXOeiPERAZIIlES 
8.4.1. Invoeren van een O-methyl-funktie op C(6) 
De omzetting van N-hydroxy-dioxopiperazinesin C(6)-ge-
funktionaliseerde derivaten werd bestudeerd aan de hand van 
de verbindingen 26a en b. De opzet was om deze verbindingen 
te dehydrateren onder vorming van acylimine derivaten 28 ; 
een nukleofiele additie, bijvoorbeeld van MeOH aan de C=N 
band, zou dan het produkt 2_9 moeten opleveren (schema 8.11) . 
8 11 
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Daar een direkte omzetting van 2_6 in 2_8 met behulp van 
dicyclohexylcarbodiimide niet mogelijk bleek, werd de vrije 
hydroxyl funktie in 2b_ eerst getosyleerd, door behandeling 
met een equivalent tosylchlonde en een equivalent triethyl-
amine in acetonitnl. Verwacht werd dat base behandeling 
van de aldus verkregen tosylaten 2_7 tot de gewenste acyl-
ijnines 2Ü_ zou leiden, die mogelijk met een protisch oplos-
middel zouden kunnen doorreageren tot С(6)-gesubstitueerde 
verbindingen. 
Toen een oplossing van 27a m methanol werd behandeld 
met één equivalent kalium tertiair butox/de, ontstonden 
twee Produkten. Met behulp van H-NMR kon worden aangetoond 
dat dit twee stereo-isomeren van het С(6)-methoxy-dioxo-
piperazine 29a waren. Deze omzetting van een N-hydroxypeptide 
tot een ot-gefunktionaliseerd peptide verliep kwantitatief 
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en gaf aanleiding 27b op dezelfde wijze te behandelen. 
De base behandeling van 27b verliep echter minder een­
duidig. Uit 27b en Bu OK in methanol ontstonden volgens 
dunnelaag chromatografie minstens drie produkten, die vol­
gens H-NMR allen een methoxy groep bevatten. Vermoed werd 
dat naast 29b ook С (3)-gefunktionaliseerde dioxopiperazmes 
31 waren ontstaan (schema 8.12). Dit vermoeden kon worden 
8.12 
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bevestigd door het reaktiemengsel te behandelen met CF^COOH. 
Na deze behandeling waren nog slechts twee produkten aan­
wezig, waaraan de strukturen 32. en 3^ konden worden toege­
kend. De vorming van 21_ kan worden verklaard door een bi-
cyclisch intermediair 3_0 aan te nemen*. Het verschil in 
stabiliteit van het primair gevormde carbanion kan verkla­
ren, dat bij de reaktie van 27a een dergelijk intermediair 
niet wordt gevormd. Immers, in 27a zal een anion of С(6) 
stabieler zijn dan op C(3), terwijl in 27b de amonen op 
C(3) en С(6) met ongeveer gelijke snelheid zullen worden 
gevormd. Wij verwachten dat deze nevenreaktie de -jeplande 
omzettinc van een di-N-hydroxy-dioxopiperazine zoals 5^  
tot de overeenkomstige 3,6-digefunktionaliseerde verbin­
ding niet nadelig zal beïnvloeden. 
*De vorming van a-lactamen bij de reaktie van cyclische 
hydroxamzuren met base is al eerder bediskussieerd^l/32 
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8.4.2. Invoeren van een S-methyl-funktie op C(6) 
Zoals in paragraaf 8.5 zal worden aangetoond/ is het 
mogelijk om de C(6)-methoxy groep in 2_9 te vervangen door 
een zwavelhoudende funktie. De vraag rees of een direkte 
invoering van bijvoorbeeld de -SCH, groep ook mogelijk zou 
zijn, uitgaande van 27. 
Behandeling van 27a met een overmaat NaSCH, in isopro-
panol leverde echter niet de gewenste verbinding 34a op; 
als hoofdprodukt (75%) werd het gereduceerde dioxopiperazine 
38a gevormd (schema 8.13). De vorming van _38a kan worden 
8.13 R R R(Me) 
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40 39 
verklaard door een aanval van methylmerkaptaan op het N-atoom 
van het intermediair acylimine 28a onder vorming van 35a. 
Dit laatste intermediair zou ook direkt uit 27a kunnen worden 
gevormd door een nukleofiele substitutie van het tosylaat*. 
"Een analoge substitutie reaktie op het stikstofatoom werd 
ook waargenomen door La Noce 1°; behandeling van een N-hy-
droxy-N-acyl-aminozure ester met ammonia levert een 
hydrazine derivaat op. 
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Een 1,5H-verhuizing m 35a geeft dan 38a en thioformaldehyde 
(schema 8.13). Als 27b aan dezelfde kondities wordt onder-
worpen, kan nagenoeg geen gereduceerd materiaal worden aan-
getoond; als hoofdprodukt (70%) wordt nu het dimethyl-
hydantoïne 40 gevormd. Wij veronderstellen, dat de vorming 
van 4_û toegeschreven moet worden aan het ontstaan van een 
bicyclisch intermediair 3_9' ^ 3*- reeds eerder (in schema 
8.12) werd vermeld. Het C(3) atoom in dit intermediair be-
hoort eigenlijk tot een aminaal funktie. Een aanval van 
methylmerkaptide daarop kan gepaard gaan met het verbreken 
van zowel de C(3)-N(l) als de C(3)-N(4) band onder vorming 
van respektievelijk 36_ en 3^ 7. Beide verbindingen zullen m 
evenwicht staan met het intermediair 3_0.' maar .37 heeft ook 
de mogelijkheid tot irreversibele nngkontraktie onder vor-
ming van het hydantoïne 3_9/ dat bij de opwerking zal door-
reageren tot het geïsoleerde produkt £0. Voor het gegeven 
dat de hierboven vermelde nngkontraktie niet wordt waar-
genomen met 27a, kan wederom de verklaring worden gehan-
teerd dat in zowel 27a als 35a alleen het С(6)-carbanion 
wordt gevormd, en niet het С(3)-carbanion omdat dit minder 
stabiel is. Hierdoor zal uit 27a niet het intermediair 3_Ç. 
(R = H) ontstaan. 
Wij hebben nog getracht na te gaan of de vorming van 
38a als hoofdprodukt uit 27a veroorzaakt zou kunnen zijn 
door het feit, dat het gewenste produkt 34a, nadat het is 
gevormd, onder de sterk basische reaktiekondities weer in 
28a kan overgaan. Een dergelijke reaktie is vergelijkbaar 
met de base gekatalyseerde omzetting van thioaminalen in 
33 imines 
Behandeling van 27a in MeSH/MeOH (1:19 v/v) met slechts 
één equivalent Bu OK geeft 38a echter opnieuw als hoofdpro-
dukt en wederom m 74% opbrengst. Nauwkeurige produkt ana-
lyse liet zien dat ook 34a aanwezig is (21%) en dat 5% 
methoxy-dioxopiperazine 29a is gevormd. Onzeker blijft of 
27 in de eerste stap uitsluitend 2_8 geeft, waaruit zowel 
34 als 3£ (via 35.) ontstaan, danwei of 21_ zowel 2j3 als 35^  
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geeft, die ieder voor zich een verschillend eindprodukt 
(34 of 3SJ opleveren. 
Samenvattend kan worden gesteld/ dat het beoogde doel, 
een direkte omzetting van 2J7 m een dioxopiperazine dat op 
С (6) een zwavelhoudende substituent bevat, niet werd bereikt. 
Als hoofdprodukten werden onder verschillende reaktie-
omstandigheden slechts de verbindingen ^8 of 4_0 geïsoleerd. 
8.5. SYNTHESE VAN EPIDITHIODTOXOPIPERAZIN^S UIT X-HYD40XY-
DIOXOPIPERAZINES 
In de vorige paragraaf werd aangetoond dat N-hydroxy-
dioxoyiperazines van het type 26^ kunnen worden omgezet in 
de overeenkomstige C(C)-methoxy derivaten 2_9 (schema 8.14). 
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Ook werd een efficiente methode beschreven (§ 8.3) voor de 
bereiding van N-hydroxy-3-methyleen-dioxopiperazines 25. 
Omdat bekend is dat aan de exomethyleen band op een regio-
selektieve wijze H-S kan worden geaddeerd (hoofdstukken 2 
en 7) , lag het voor de hand om na te gaan of 2_5 in het over-
eenkomstige 3,6-dimerkapto-dioxopiperazine 42^  kan worden 
omgezet. Het is te verwachten, dat 4_2 daarna gemakkelijk is 
om te zetten in de overeenkomstige epidithio-verbindmg 43. 
In deze paragraaf is beschreven hoe 43a uit 25a werd егкге-
gen. 
Verbinding 25a werd getosyleerd tot jM en vervolgens 
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behandeld met Bu OK in МеОН, zoals is beschreven voor de 
vorming van 29^ (¿ie schema 8.11) . Op deze wijze werd na 
kolomchromatografie de 6-methoxy-3-methyleen verbinding 41a 
verkregen m een opbrengst van 23% (schema Θ.15). Omdat 
bekend is dat epidithiodioxopiperazines met een primaire 
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amide funktie niet stabiel zijn (hoofdstuk 4), werd 41a 
met behulp van CH-I en K-CO. in dimethylformamide omgezet 
(92%) tot 45a. Reaktie van 45a met vloeibare H2S en ZnCl2 
als katalysator leverde het dithiol 42a op, dat direkt met 
I, werd geoxideerd tot het epidithiodioxopiperazine 43a 
(24%, 5% berekend op 2jja) . 
Omdat de opbrengst van 43a, berekend op de uitgangs­
stof, weinig bevredigend is, werd nagegaan of verbetering 
mogelijk is. Vermoedelijk gaat veel materiaal verloren 
bij de kolomchromatografische zuivering van tussenproduk-
ten: verbetering van rendement leek ook mogelijk door niet 
van de N-hydroxy verbinding 25a uit te gaan, maar van de 
N-benzyloxy verbinding 24a, waaruit 2_5 wordt bereid, en 
deze met een base in methanol te behandelen. Deze methode 
zou de procedure tevens geschikt maken voor de synthese 
van hyalodendnne derivaten (zie § 8.6). 
Bij reaktie van 24a met Bu OK in CH-,ΟΗ bleek inderdaad 
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direkt 41a als hoofdprodukt naast enkele verontreinigingen 
te worden gevormd. Het reaktiemengsel werd zonder zuivering 
gebruikt voor de bereiding van epidithiodioxopiperazme 43a 
zoals eerder werd beschreven. De totaal opbrengst der om-
zetting van 24a in 43a bedroeg nu 46%. 
Met de synthese van 43a uit 24a en 25a hebben wij 
aangetoond dat een N-hydroxy-C (3) -methyleen-dioxopiperazme 
kan worden omgezet in een epidithio produkt. Dit resultaat 
geeft steun aan de hypothese dat dergelijke verbindingen 
ook verkregen kunnen worden uit di-N-hydroxy-dioxopiperazmes, 
In de nabije toekomst zal ook de synthese van 43b ter hand 
worden genomen, waarbij gebruik ¿al worden gemaakt van 
de in schema 8.15 uitgewerkte reaktiesequentie. 
8.6. SYNTHESE VAN EEN HYALODENDRINE ANALOGON 
Indien de reaktiesequentie, weergegeven in schema 8.15 
ook zou kunnen worden uitgevoerd met de benzyl verbinding 
25c dan zou het deoxy-analogon 43c van hyalodendrine 4J7 
worden verkregen (schema 8.16). Deze schimmelmetaboliet 
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(47) werd al eerder op een andere wij¿e door Strunz en 
Kishi gesynthetiseerd (zie § 1.2.). In paragraaf 8.3. is 
reeds vermeld dat verbinding 25c niet goed kan worden ver-
kregen uit het N-benzyloxy-dioxopiperazine 24c. Daarom 
gingen wij uit van de N-benzyloxy verbinding zelf en ge-
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bruikten de direkte omzetting in 4_lc, welke in de vorige 
paragraaf voor de synthese van 4la is beschreven. Behandeling 
van 24c met één equivalent Bu OK in MeOH gaf ook hier vol-
gens H-NMR hoofdzakelijk verbinding 41c • Ook de methylenng 
tot 45c verliep weer nagenoeg kwantitatief. Nadat 45c met 
vloeibare H-S en ZnCl- was behandeld, bleek bij de oxidatie 
van het gevormde mengsel echter slechts weinig I2 te worden 
gebruikt. Omdat wij een dergelijk verschijnsel reeds eerder 
hadden waargenomen na dezelfde reaktie met een dimethyleen-
dioxopiperazine (hoofdstuk 7), waren wij niet verbaasd dat 
na kolomchromatografie het monosulfide 4_6 werd geïsoleerd 
en niet het disulfide 43c. De opbrengst der reaktie van 24c 
tot 4_6 bedroeg 22%. Ook voor de vorming van 4_6 kan als 
verklaring worden gehanteerd, dat het intermediaire dithiol 
vooral als irans-isomeer ontstaat, welke tijdens het opwerken 
overgaat m het monosulfide (zie § 7.3.) . 
8.7. SAMENVATTING Ell DISKUSSIE 
Een eenvoudige en efficiente synthese is beschreven 
voor N-hydroxy- en N-benzyloxy-ammozure esters en anuden. 
Deze derivaten werden gebruikt voor de synthese van enkele 
mono-N-hydroxy-dioxopiperazines, welke vervolgens werden 
omgezet in С (6)-gefunktionaliseerde dioxopiperazmes . 
Wanneer in de N-hydroxy-dioxopiperazmes aan C(3) tevens 
een tweede funktionaliteit aanwezig is, kunnen hieruit 
epidithiodioxopiperazines worden verkregen. Dit resultaat 
geeft steun aan de hypothese dat dergelijke verbindingen 
ook kunnen ontstaan uit di-N-hydroxy-dioxopiperazines, 
zodat een onderzoek naar een mogelijke rol van N-hydroxy-
peptiden als mtermediairen m de biosynthese van epdithio-
dioxopiperazines gerechtvaardigd lijkt. 
Het verdient overweging de mogelijke rol van N-hydrox/-
aminozuren zelfs tot een breder terrein der biosynthese uit 
te breiden. Eerder is al aangetoond dat N-hydroxy-aminozuur 
derivaten kunnen worden gebruikt voor de synthese van de-
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hydro-aminozuur derivaten . Wij vonden ook zelf dat 
N-acetyl-dehydro-aminozure esters bijna kwantitatief worden 
verkregen, indien na de reduktie van de a-oximino-ethylesters 
(§ 8.2.) de ongezuiverde reaktiemengsels worden behandeld 
met acetylchloride/triethylamine, gevolgd door reaktie met 
1,5-diazabicyclo[5.4.0]undec-5-ene (DBU) . Derivaten van 
α, ß-onverzadigde aminozuren zijn aanwezig in verschillende 
3 8 
natuurprodukten . De additie van merkaptanen aan dehydro-
peptiden, en de reversibele omzetting in ketozuren en amiden 
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z i j n van b i o l o g i s c h be lang . Di t b e t e k e n t da t N-hydroxy-
aminozuren p r e c u r s e r s kunnen z i j n van zowel α- a l s g-gefunk-
t i o n a l i s e e r d e aminozuren (schema 8 . 1 7 ) . 8.17 
R-CH2 — C H - Ê -
-CH2-C-B-
Nu 0 
Ι η 
R-CH—CH-C 
I 
NH 
NuH 
T
 0 
R-CHo-C—C-L
 II N 
R-CH = C-C— I NH 
Nu 0 
ι u 
R-CHï-C—C-I NH 
n-Nu-aminozuur dehydroaminozuur (X-Nu-aminozuur 
Gebruik makend van de in schema 8.17 aangegeven reak-
ties wordt momenteel onderzocht of N-hydroxy-aminozuur 
derivaten chemosynthetisch te gebruiken zijn voor de be-
reiding van andere schimmelmetabolieten. Hierbij wordt 
onder andere gedacht aan een mogelijk biomimetische synthese 
van penicilline (schema 8.18). 
8.16 OH .SH Me
 M l / l /Me 
-C-N-CH-CH? CH 
II I ' I 
0 ,C— N CH 
ra ι 
SH Me .. 
Η / \ \ /Me 
-C — N-C=CH "-.С 
II ' 
0 
OH 
A 
С -
ö 
// 
i. 1 ! 
С — Ν С 
Η 
II 
о 
145 
Afsplitsing van water in het di-N-hydroxy-dipeptide A 
(Cys-Val) zou via een omlegging van de imme band het di-
dehydro-peptide В op kunnen leveren/ een intermediair dat 
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al eerder door Kishi voor de biosynthese van penicilline 
werd gepostuleerd. Met de in В aangegeven ß-addities zou 
het penicilline-skelet zi^n gevormd. 
De konklusie lijkt gerechtvaardigd, dat N-hydroxy-
aminozuur derivaten waardevolle synthons kunnen zijn in de 
cftemosynthese van natuurprodukten die dehydro-ammozuren, 
of α- of ß-gefunktionaliseerde aminozuren bevatten. Ons 
inziens verdienen ze ook aandacht als intermediairen in de 
biosynthese van laatstgenoemde natuurprodukten. Het is op-
vallend dat N-hydroxy-aminozuren tot nog toe weinig aan-
dacht hebben gekregen. Voor ons zijn ze door het m dit 
hoofdstuk beschreven werk in ieder geval uit de vergetel-
heid gerukt. 
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8.8. EXPERIMENTEEL GEDEELTE 
De algemene opmerkingen van § 2.3. gelden ook voor de 
hierna genoemde experimenten, met uitzondering dat voor 
H-NMR tetramethylsilaan (6=0) als interne standaard is 
gebruikt. 
O-bensylhydroxylamine-hydrochlor-ide 
Aan een oplossing van 16.3 g (0.1 mol) N-hydroxyftaal-
imide in 200 ml ethanol werd 12.1 g (0.12 mol) tnethyl-
41 
amine en 15.2 g (0.12 mol) benzylchlonde toegevoegd . Na 
1 nacht refluxen werd het bij afkoelen ontstane witte 
knstallijne neerslag gefiltreerd en gedroogd. Op deze W13-
ze werd het op TLC (CH2C12) homogene N-benzy]oxyftaalimide 
in een opbrengst van 56% verkregen. NMR: δ 7.67 (s, 5B., Ο,Η,.)/ 
7.53-7.16 (m, 4H, C,!^), 5.17 (s, 2H, CHj). 
Aan een suspensie van 19.9 g (0.079 mol) N-benzyloxyftaal­
imide in methanol werd 9.5 g (0.19 mol) hydrazinehydraat toe­
gevoegd. Na 1 nacht roeren bij kamertemperatuur werd het 
neerslag afgefiltreerd en het filtraat ingedampt. Het resi­
du werd opgelost in CH^Cl-, en gewassen met 1 N NaOH. Na 
drogen, filtreren en afdampen van het oplosmiddel werd het 
O-benzylhydroxylamine in een kwantitatieve opbrengst ver­
kregen. NMR: δ 7.27 (s, 5H, C-Hg), 5.28 (br.s, 2H, NH-), 
4.61 (s, 2H, CH2) . Het O-benzylhydroxylamme werd opgelost 
in 100 ml ethanol. Na toevoeging van een ethanolische HCl-
oplossing kristalliseerde het O-benzylhydroxylaminehydro-
chloride uit. Op deze wijze werd het hydrochloride in een 
opbrengst van 95% verkregen. 
O-benzyl-a-охгтгпо esters (13) 
Aan een oplossing van 20 mmol α-ketozuur in 150 ml 
ethanol werd 3.2 g (20 mmol) O-benzylhydroxylaminehydro-
chlonde en 100 mg paratolueensulfonzuur toegevoegd. B13 
refluxen van het reaktiemengsel werd het azeotroop EtOH-Η,Ο 
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via een 20 cm lange vigreux langzaam verwijderd. Nadat circa 
100 ml EtOH/H20 was afgevangen, bleek volgens TLC (CH2C12) 
dat de reaktie volledig was verlopen. Het residu werd verder 
ingedampt en opgelost in CH^Cl-. De oplossing werd achter-
eenvolgens gewassen met 1 N HCl en 1 N NaOH. Na drogen, fil-
treren en afdampen van het oplosmiddel werden de 0-benzyl-a-
oximinoesters 13a,d en e in opbrengsten,variërend van 
90-100% verkregen. Van 13d werden de syn- en ant-t-isomeer 
door middel van kolomchromatografie gescheiden. 13b werd 
kwantitatief verkregen door een oplossing van pyrodruive-
zure ethy]ester in ethanol 2 uur te refluxen in aanwezig-
heid van een equimoüaire hoeveelheid O-benzylhydroxylamine-
hydrochloride. Verbinding 13c werd op de volgende wijze 
gesynthetiseerd: aan een oplossing van 1.03 g (5 mmol) 
23 
a-oximino-ß-fenyl-ethylpropionaat \Лс in 50 ml droge 
1,2-dimethoxyethaan (DME) werd 561 mg (5 mmol) kalium 
t-butoxide toegevoegd. Onder roeren bij kamertemperatuur 
werd 900 mg (5.25 mmol) benzylbromide toegedruppeld. Na 
3 uur roeren bij kamertemperatuur werd het reaktiemengsel 
ingedampt en na toevoeging van CH-Cl- gewassen met 1 N HCl. 
Na drogen, filtreren en afdampen van het oplosmiddel werd 
het reaktieprodukt gezuiverd door middel van kolomchroma­
tograf ie op kieselgel (Merck 60) met CH-Cl, als eluens. 
De opbrengst aan 13c bedroeg 84%. 
13a: NMR: 5 7.43 (s, IH, C-Η), 7.23 (s, 5H, 0), 5.20 (s, 2H, 
OCH20), 4.23 (q, 2H, CH 3-CH 2), 1.30 (t, ЗН, СН 3-СН 2). 
ІЗЬ: NMR: 6 7.23 (s, 5H, 0), 5.22 (s, 2H, OCH20), 4.23 (q, 
2H, CH 3-CH 2), 2.03 (s, JH, CH3), 1.33 (t, 3H, CH 3-CH 2). 
13c: NMR: б 7.23 (s, 5H, OCH20), 7.13 (s, 5H, CH 20), 5.23 
(s, 2H, OCH20) , 4.20 (q, 2H, CH 3-CH 2), 3.96 (s, 2H, CH20) , 
1.16 (t, 3H, сн 3-сн 0). 
13d: NMR (Ι): δ 7.56-7.03 (m, 5H, 0), 7.23 (s, 5H, OCH20), 
5.20 (s, 2H, OCH20), 4.36 (q, 2H, CH 3-CH 2), 1.30 (t, 3H, 
CH3-CH2) ; NMR (II): <5 7.50-7.03 (m, 5H, 0), 7.20 (s, 5H, 
OCH20), 5.17 (s, 2H, OCH20), 4.23 (q, 2H, CH 3-CH 2), 1.28 
(t, ЗН, сн 3-сн 2). 
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13e: NMR: δ 7.23 (s, 5Η, 0), 5.20 (s, 2Н, ОСН20), 4.20 (q, 
2Н, СН3-СК20), 2.61 (q, 2Н, СН 3-СН 2), 1.29 (t, ЗН, СН3-СН2-0), 
1.06 (t, зн, сн 3-сн 2). 
а-охітгпо esters (14 ) 
De synthese van de a-oximino esters 14a,b,e en f uit de 
overeenkomstige α-ketozuren en hydroxylamine h/drochlonde 
verloopt analoog aan die van de O-benzyl-a-oximino esters. 
De a-oximino esters 14а,e en f werden in een opbrengst van 
90-100% verkregen: de opbrengst aan 14d bedroeg 60%, terwijl 
deze verbinding bij kamertemperatuur langzaam ontleedde. 
De syn- en anti-isomeren van 14d zijn door middel van kolom-
chromatografie gescheiden. 14b en g werden verkregen door 
4 2 
reaktie van hydroxylamine hydrochloride met respektieve-
lijk pyrodruivezure en methylmerkapto pyrodruivezure ethyl-
4 3 
ester . Verbinding _14c werd verkregen door nitrosering van 
23 
benzyldiethylmalonaat 
14a: NMR: S 10.0 (m, IH, N-OH), 7.50 (s, IH, C-Η), 4.30 
(q, 2H, СН 3-СН 2), 1.30 (t, ЗН, СН 3-СН 2). 
14b: NMR: δ 10.27 (m, IH, N-OH), 4.27 (q, 2H, CH 3-CH 2), 
2.10 (s, зн, сн 3), 1.33 (t, зн, сн 3-сн 2). 
14с: NMR: δ 10.10 (m, IH, N-OH), 7.10 (m, 5H, 0), 4.17 (q, 
2H, CH 3-CH 2), 3.90 (s, 2H, CH20), 1.28 (t, ЗН, CH 3-CH 2). 
l_4d: NMR (I): б 10.35 (m, IH, N-OH), 7.56-7.13 (m, 5H, 0), 
4.30 (q, 2H, CH -CH 2), 1.30 (t, ЗН, СН 3-СН 2); NMR (II): 
δ 9.0 (m, IH, N-OH), 7.60-7.10 (m, 5H, 0), 4.43 (q, 2H, 
CH3-CH2) , 1.39 (t, зн, сн -сн 2). 
lie: NMR: δ 4.27 (q, 2Η, СН -СН2-0), 2.67 (q, 2H, CH 3-CH 2), 
1.33 (t, зн, сн3-сн2-о), 1.13 (t, зн, сн 3-сн 2). 
14f: NMR: δ 10.0 (m, IH, N-OH), 4.27 (q, 2H, CH 3-CH 2), 
3.50 (m, IH, C-H), 1.30 (t, 3H, CH 3-CH 2), 1.23 (d, 6H, 
сн(сн3)2). 
l±g: NMR: S 10.30 (m, IH, N-OH), 4.33 (q, 2H, CH 3-CH 2), 
3.67 (s, 2H, CH 2-S), 2.17 (s, 3H, CH3-S), 1.36 (t, 3H, 
сн3-сн2). 
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0-benzyІ-а-охгтгпо-N-methylamides (1_5) en а—охгтгпо-N—methyl-
amides ( 16) 
Aan een oplossing van de overeenkomstige a-oximino 
ester (5 mmol) in 20 ml dioxaan werd 20 ml 40% CH3NH2/H20 
toegevoegd. Na 1 nacht roeren Ьіз kamertemperatuur werd het 
oplosmiddel en de overmaat reagens verwijderd. Op deze 
wijze werden de amides 15a
>
b
>
c en e en 16b,c,e en g in een 
kwantitatieve opbrengst verkregen. 
15a: NMR: S 7.38 (s, IH, C-Η), 7.17 (s, 5H, 0), 6.94 (m, IH, 
N-H), 5.05 (s, 2H, ОСН20), 2.77 (d, ЗН, NMe). 
15Ь: NMR: δ 7.17 (s, 5Η, 0), 6.83 (m, IH, N-H), 5.10 (s, 2H, 
OCH20), 2.76 (d, ЗН, NMe), 2.06 (s, ЗН, CH 3). 
15c: NMR: δ 7.30-6.97 (m, 5Η, 0СН 2), 7.17 (s, 5Н, 0СН2О), 
5.12 (s, 2Н, 0СН2О), 3.94 (s, 2Н, 0СН 2), 2.80 (d, ЗН, NMe). 
15е: NMR: δ 7.17 (s, 5Н, 0), 7.07 (m, IH, N-H), 5.06 (s, 2H, 
CH 20), 2.73 (d, ЗН, NMe), 2.64 (q, 2H, CH 3-CH 2), 1.10 (t, · 
ЗН, сн 3-сн 2). 
16b: NMR: δ 6.80 (m, IH, N-H), 2.90 (d, 3H, NMe), 2.10 (s, 
3H, сн 3). 
16c: NMR: δ 7.37-7.0 (m, 5H, 0), 6.77 (m, IH, N-H), 4.0 (s, 
2H, 0CH 2), 2.80 (d, 3H, NMe). 
16e: NMR: δ 7.05 (m, 2H, N-H en N-OH), 2.83 (d, 3H, NMe), 
2.64 (q, 2H, CH 3-CH 2), 1.10 (t, 3H, CH3-CH ). 
16g: NMR: δ 7.0 (m, IH, N-H), 3.70 (s, 2H, CH2-S), 2.97 (d, 
3H, NMe), 2.21 (s, 3H, CH3-S). 
N-bensyloxy-a-aminosure e thy testers (8) 
Aan een oplossing van 5 mmol van het overeenkomstige 
oxim 1_3 en de in tabel 8.7 aangegeven hoeveelheid pyri­
dine.BH, of (ΜΘ)2 Ν·ΒΗ 3 m 10 ml ethanol werd 7 ml van een 
7-11 N ethanolische HCl-oplossinq met een zodanig snel­
heid toegevoegd, dat de temperatuur niet boven de 40 С 
steeg. Na 16 uur roeren bij kamertemperatuur werden de etha­
nol en het gevormde amine verwijderd. Het residue werd op­
genomen in CH-Clp en gewassen met een overmaat 1 N NaOH. 
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Afdampen van het oplosmiddel, eventueel gevolgd door kolom-
chromatografie op kieselgel (Merck 60) met 1% EtOH/CH2Cl2 
als eluens, gaf 8^  in een opbrengst zoals aangegeven in ta­
bel 8.7. 
8a: NMR: δ 7.20 (s, 5H, 0), 6.20 (t, IH, N-H), 4.64 (s, 2H, 
OCH20), 4.10 (q, 2H, CH 3-CH 2), 3.50 (d, 2H, С Н 2 ) , 1.17 
(t, зн, сн3-сн2}. 
8Ь: NMR: S 7.20 (s, 5Н, 0), 5.96 (m, IH, N-H), 4.66 (s, 2H, 
OCH20), 4.13 (q, 2H, CH 3-CH 2), 3.66 (m, IH, C aH), 1.23 (t, 
ЗН, CH 3-CH 2), 1.13 (d, ЗН, С -сн 3). 
8с: NMR: б 7.23 (s, 5Н, 0СН2О), 7.13 (s, 5Н, 0СН 2), 5.90 
(m, IH, N-H), 4.64 (s, 2H, OCH20), 4.10 (q, 2H, CH 3-CH 2), 
3.77 (m, IH, С H), 3.87 (d, 2H, CH 20), 1.14 (t, ЗН, CH 3-CH 2). 
8d: NMR: δ 7.17 (η,ЮН, 2 x 0 ) , 6.16 (m, IH, N-H), 4.69 (s, 
2H, OCH20) , 4.10 (q, 211, CH 3-CH 2), 1.16 (t, 3H, CH3-CH2) . 
8e: NMR: δ 7.20 (s, 5H, 0), 5.70 (m, IH, N-H), 4.70 (s, 2H, 
OCH20), 4.20 (q, 2H, CH -CH2-0), 3.56 (t, IH, C aH), 1.30 
(t, 3H, CH -CH2-0), 1.25 (m, 5H, C 2H 5). 
N-hydroxy-a-aminozure ethylesters (9) 
De reduktie van het overeenkomstige oxim 1_4 werd uit­
gevoerd zoals beschreven voor de synthese van 8^. De CH-Clj-
oplossing werd nu niet gewassen, maar geneutraliseerd door 
16 uur te roeren met een overmaat Na2C03/Na_SO.. 
9a: NMR: δ 6.27 (m, 2H, N-H en N-OH), 4.20 (q, 2H, CH -CH 2), 
3.76 (s, 2H, С Н-), 1.28 (t, ЗН, СН,-СН0). 
9b: NMR: S 6.20 (m, 2H, N-H en N-OH), 4.20 (q, 2H, CH 3-CH 2), 
3.70 (q, IH, С H), 1.30 (t, 3H, CH,-CH-), 1.23 (d, ЗН, С CH,). 
а 3 2 α J 
9c: NMR: δ 7.10 (m, 5H, 0), 6.03 (m, 2H, N-H en N-OH), 4.06 
(q, 2H, CH -CH,), 3.80 (t, IH, С H), 2.87 (d, 2H, 01,0), 
1.13 (t, 3H, CH -CH 2); massaspektrum: m/e = 209 (M ). 
9e: NMR: δ 5.94 (m, 2H, N-H en N-OH), 4.17 (α, 2H, CH -CH2-0), 
3.53 (t, IH, С H), 1.50 (t, 3H, CH -CH,-0), 1.25 (m, 5H, 
a J ¿ 
с 2н 5). 
9f: NMR: δ 4.20 (q, 2H, CH-j-CH^, 3.47 (d, IH, C
a
H) , 1.90 
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(m, IH, CH(CH3)2), 1.27 (t, ЗН, СН 3-СН 2), 1.03 (d, γ = 2 Hz, 
3H, CH(CH3) ), 0.94 (d, γ = 2 Hz, ЗН, СН(СН3) ). 
9g: NMR: S 6.04 (m, 2H, NH en N-OH), 4.27 (q, 2H, CH 3-CH 2), 
3.86 (t, IH, С H), 2.87 (d, 2H, CH2-S), 2.13 (s, 3H, CH3-S), 
1.30 (t, ЗН, сн 3-сн 2). 
N-bensyloxy-a^aminozure N '-me thylamides (10 ) 
De reduktie van het overeenkomstige oxim 1^5 werd uit­
gevoerd zoals beschreven voor de synthese van 9_. Voor een 
eventuele kolomzuivering op kieselgel (Merck 60) werd 2% 
EtOH/CH2Cl2 als eluens gebruikt. 
10a: NMR: δ 7.23 (s, 5H, 0), 6.43 (m, IH, H-NMe), 5.90 (m, 
IH, H-NO), 4.64 (s, 2H, OCH20), 3.46 (s, 2H, С Н 2 ) , 2.73 
(d, ЗН, H-NMe). 
10b: NMR: δ 7.23 (s, 5H, 0), 6.90 (m, IH, N-NMe), 5.90 (m, 
IH, H-NO), 4.64 (s, 2H, ОСН.,0) , 3.61 (m, IH, С H), 2.67 (d, 
ЗН, H-NMe), 1.17 (d, ЗН, С -СН 3). 
Юс: NMR: δ 7.10 (s, 5Н, 0СН2О), 7.04 (s, 5Н, 0СН 2), 6.70 
(m, IH, H-NMe), 5.77 (m, IH, H-NO), 4.53 (s, 2H, 0CH2O), 
3.70 (m, IH, С H), 2.80 (m, 211, 0СН 2), 2.56 (d, ЗН, H-NMe). 
Ule: NMR: δ 7.25 (s, 5Η, 0), 6.83 (m, IH, H-NMe), 5.94 (m, 
IH, H-NO), 4.64 (s, 2H, 0CH2O), 3.43 (m, IH, С H), 2.70 
(d, ЗН, H-NMe), 1.50 (m, 2H, CH 3-CH 2), 0.94 (m, ЗН, СН 3-СН 2). 
N-hydroxy—a-aminozure '1 ' -те thy Zani de s ( 11 ) 
De reduktie van het overeenkomstige oxim 1_6 werd uit­
gevoerd zoals beschreven voor de synthese van 9_. 
lip: NMR: δ 7.30 (m, IH, H-NMe), 5.64 (m, 2H, N-H en N-OH), 
3.70 (m, IH, С H), 2.87 (d, ЗН, H-NMe), 1.27 (d, ЗН, С -CH.J. 
α α J 
lie: NMR: δ 3.53 (t, IH, С H), 2.87 (d, ЗН, H-NMe), 1.73 
— α 
(m, 2H, С CH 2), 1.03 (t, ЗН, СН 3-СН 2). 
11g: NMR: δ 3.67 (m, IH, С H), 2.87 (m, 2H, CH2-S), 2.80 
(d, 3H, H-NMe), 2.16 (s, 3H, CH^-S). 
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1-benzy loxy-Z—methy leen-4-meth.yl-21 S-dioxopiperazine (24a) 
Aan een oplossing van 3,2 g (16.5 mmol) 10a in 50 ml 
droge en ethanolvrije dichloormethaan werd 1,8 g (17.5 mmol) 
triethylamine en 17.5 mmol pyrodruivezuurchloride (1 mmol/ 
2 ml CCI.) toegevoegd. Na 1 nacht roeren bij kamertemperatuur 
werd het reaktiemengsel gedeeltelijk ingedampt (tot ca. 
25 ml). Aan de gekoncentreerde oplossing werd 2 ml trifluor-
azijnzuur toegevoegd. Na 1 dag roeren bij kamertemperatuur 
was de nngsluiting volgens TLC (3% MeOH/CH2Cl2) volledig. 
Het reaktiemengsel werd met 1 N natronloog gewassen. Om-
kristallisatie uit CCl./hexaan gaf 24a in een opbrengst 
van 58%, sm.pt. 108-110oC; IR (KBr): 1689 (CO) en 1612 cm"1 
(C=C); NMR: δ 7.30 (s, 5H, 0), 5.85 (d, IH, C=CH ), 5.0 (s, 
α 
2H, СН.,0) , 4.91 (d, IH, С=СН0), 4.09 (s, 2Н, С,Н-), 3.12 (s, ¿ ρ ο Ζ 
3Η, NMe); massaspektrum: m/e 246 (M ); Anal. (с1з
н
14
К20з' 
С, H, Ν. 
1-benzy loxy-3-methy le en- 4
 } 6-dime thy 1-2 β 5—dioxûpiperaz-ùne (24b) 
De synthese van 24b verloopt analoog aan die van 24a. 
Het reaktieprodukt werd door middel van kolomchromatografie 
op kieselgel (Merck 60) met CH2Cl2/2% EtOH als eluens 
(jezuiverd. Op deze wijze werd 24b in een opbrengst van 71% 
verkregen, sm.pt. (CHC13) 90-92oC; IR (KBr): 1680 (CO) en 
1610 cm"1 (C=C); NMR: δ 7.23 (s, 5H, 0), 5.81 (d, IH, C=CH ), 
4.93 (s, 2Н, СН 20), 4.88 (d, IH, C=CHg), 4.13 (q, IH, CgH), 
3.13 (s, 3H, NMe), 1.50 (d, 3H, CgMe); massaspektrum: m/e 
260 (M+); Anal. (C 1 4H 1 6N 20 3) C, H, N. 
l-bensyloxy-3-methyleen-4-me thyІ-б-ЬепгуІ-2,S—dioxopiperazine 
(24c) 
De synthese van 24c verloopt analoog aan die van 24a. 
Het reaktieprodukt werd door middel van kolomchromatogra-
fie op kieselgel (Merck 60) en CH2Cl2/2% MeOH als eluens 
gezuiverd. Op deze wijze werd 24c in een opbrengst van 54% 
verkregen. Daarbij werd nog 13% 10c teruggewonnen. 
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NMR (CDC13): б 7.43 (s, 5H, 0СН2О), 7.13 (m, 5Н, С 6СН 20), 
5.30 (d, IH, C=CH ), 5.14 (d, J = IO Hz, IH, CH О), 5.0 
(d, J = 10 Hz, IH, CHgO), 4.36 (m, 2H, С=СН
е
 en CgH), 3.23 
(8 lijnen, 2Η, CgCH-), 2.90 (s, 3H, NMe). 
l-hydroxy-3-methyle en-4 -me thy 1-2,S-dioxopiperazine (25a) 
Aan een oplossing van 526 mg (2.14 mmol) 24a m 8 ml 
CF-COOH werd bij 0OC 8 ml van een oplossing van BÍCF^CO.), 
(1 M in CF,COOH) toegevoegd. Na 2 uur roeren bi] kamertem-
peratuur werd het tnfluorazijnzuur verwijderd en het resi-
du opgenomen in 100 ml EtOH/H O (1:1 v/v). Het neerslag 
werd afgefiltreerd en de verkregen oplossing werd ingedampt. 
Kolomchromatografie over Sephadex LH-20 met MeOH/H-O 
(85:15 v/v) als eluens gaf 265 mg (79%) 25a. NMR (CD3OD): 
δ 5.62 (d, IH, C=CH ), 4.97 (d, IH, C=CH0), 4.30 (s, 2H, 
α ρ 
C 6H 2), 3.10 (s, 3H, N-Me). 
l-hydroxy-3,4-dime thy 1-2,S-dioxopiperazine (26a) 
Aan een methanolische oplossing van 1.17 g (5 mmol) 
24a werd onder N.-atmosfeer Pd.С toegevoegd. Onder schudden 
werd de benodigde hoeveelheid H 2 in de oplossing geleid. 
Na filtreren over een G4-glasfliter en afdampen van het 
oplosmiddel en het gevormde tolueen werd 26a in kwantita­
tieve opbrengst verkregen. NMR: 5 4.43 (d, J = 14 Hz, IH, 
CCH ), 4.23 (d, J = 14 Hz, IH, C,H 0), 4.06 (q, IH, C^H), o 0t o p J 
3.0 (s, 3H, NMe), 1.50 (d, 3H, C3Me). 
l-hydroxy-3,4,6-trbmethyl-2tS-dioxopiperazine (26b) 
De synthese van 26b uit 24b verloopt analoog aan die 
van 26a. NMR: 6 4.33 (q, IH, C^H), 4.03 (q, IH, C,H), 3.0 
(s, 3H, NMe), 1.66 (d, 3H, CgMe), 1.50 (d, 3H, C3Me). 
l-hydroxy-3,4-dimethyЪ-6-ЪепгуЪ-2,S-dioxopiperazine (26c) 
De synthese van 26c uit 24c verloopt analoog aan die 
van 26a. NMR: δ 7.30 (m, 5H, 0), 4.70 (m, IH, CgH), 3.77 
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(q, IH, C 3H), 3.50 (m, 2H, CH20), 2.83 (s, 3H, NMe), 0.43 
(d, ЗН, C3Me). 
l-toayloxy-Sj4-dime thy I-2,S-dioxopiperazine (27a) 
Aan een oplossing van 790 mg (5 mmol) 26a in 30 ml droge 
acetonitril werd 953 mg (5 mmol) tosylchloride en 506 mg 
(5 mmol) triethylamine toegevoegd. Het reaktiemengsel werd 
gedurende 1 nacht bij kamertemperatuur geroerd, waarna het 
oplosmiddel werd afgedampt. Het residu werd opgelost in 
dichloormethaan en gewassen met water. Na drogen en afdampen 
van het oplosmiddel werd 27a in kwantitatieve opbrengst 
verkregen. NMR: δ 7.94-7.17 (AB spektrum, 4H, 0), 4.39 (d, 
J = 14 Hz, IH, С
С
Н ), 4.23 (d, J = 14 Hz, IH, C,H Q), 3.83 
(q, IH, C 3H), 2.90 (s, ЗН, NMe), 2.55 (s, ЗН, 0Me), 1.40 
(d, 2Η, С3Ме). 
1-tosyloxy-Z,4}S-trimethyl-Z, S-dioxopiperazine (27b) 
De synthese van 27b uit 26b verloopt analoog aan die 
van 2_7a. NMR: δ 7.93-7.13 (AB spektrum, 4H, 0), 4.36 (q, IH, 
CgH), 3.90 (q, IH, C 3H), 2.87 (s, ЗН, NMe), 2.50 (s, ЗН, 0Me), 
1.56 (d, ЗН, CgMe), 1.39 (d, ЗН, С3Ме). 
1,6-dimethyl-3-methoxy-2, 5-агохоргрerosine (29а) 
Aan een oplossing van 270 mg (0.87 mmol) 27a in 100 ml 
methanol werd 98 mg (0.87 mmol) kalium t-butoxide toegevoegd. 
Na 15 minuten roeren bij kamertemperatuur was de omzetting 
volledig. Het reaktiemengsel werd ingedampt en na toevoeging 
van dichloormethaan gefiltreerd. Na afdampen van het op­
losmiddel werd 29a in een kwantitatieve opbrengst verkregen. 
Volgens TLC(7% MeOH/CHjCl-) en 1H-NMR was er een mengsel 
van twee diastereomeren gevormd. NMR: δ 4.93 en 4.74 (2 χ s, 
IH, C 3H), 4.07 en 3.87 (2 χ q, IH, CgH), 3.50 (2 χ s, ЗН, 
СН30), 3.07 en 3.03 (2 χ s, ЗН, NMe), 1.66 en 1.53 (2 χ d, 
ЗН, CgMe). 
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1, 6-dimethyl-3-methyІееп-23б-агохоргрегаггпе (32) en 
1,3-dimethyl-6-methyleen-23S-dioxopiperazine (33) 
Verbinding 27b werd behandeld zoals beschreven voor de 
bereiding van 29*. Volgens TLC (TIMeOH/CH.Cl,) en 1H-NMR 
bleek een mengsel van tenminste 3 produkten te zijn gevormd, 
waarschijnlijk bestaande uit een mengsel van de mogelijke 
struktuunsomeren met de methoxygroep op C(3) of C(6). Om 
een struktuurbevestiging te krijgen, werd dit mengsel met 
tnfluorazijnzuur in tetra behandeld. Hierbij ontstonden 
slechts twee produkten, die door middel van kolomchromato-
grafie op kieselgel H (Merck 60) met 2% MeOH/CH2Cl2 als 
eluens werden gescheiden. Op grond van de H-NMR spektra 
werd aan de snelstlopende komponent struktuur ЪЪ_ toegekend. 
De tweede verbinding bleek У2 te zijn. 
32; NMR: Í 8.14 (л, IH, N-H), 5.62 (d, IH, C=CH ), 4.84 
(d, IH, C=CH ), 4.04 (q, IH, CgH), 3.07 (s, 3H, NMe), 1.58 
(d, 3H, CgMe). 
33; NMR: δ 6.65 (m, IH, N-H), 5.80 (d, IH, C=CH ), 4.93 (d, 
IH, C=CH0), 4.22 (doublet van een quartet*, IH, C..H) , 3.21 
(s, 3H, NMe), 1.56 (d, 3H, C3Me). 
1, 6-dimethyl-2,S-dioxopiperazine (38) 
Aan een oplossing van 624 mg (2 mmol) 27a in 75 ml 
MeOH/MeSH (19:1 v/v) werd 220 mg (1.95 mmol) ButOK toege­
voegd. Na 3 uur roeren bij kamertemperatuur werd het oplos­
middel verwijderd, het residu opgenomen in CH_C1? en het 
gevormde kaliumtosylaat afgefiltreerd. Kolomzuivering 
van het na indampen verkregen residu op kieselgel (Merck 60) 
met 3% MeOH/CH Cl 2 leverde drie frakties op: a) 30 mg 34a, 
b) 50 mg van de andere isomeer van 34a samen met de methoxy-
verbinding 29a (70%, respektievelijk 30%), c) 220 mg (74%) 
38. 
*Bij instralen op het N-H proton bleef slechts het quartet 
over. 
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34a (a): NMR: δ 7.20 (m, IH, N-H), 4.94 (br.s, IH, C 3H), 
4.03 (q, IH, CgH) , 3.06 (s, 3H, NCH-j) , 2.20 (s, 3H, S-CH3), 
1.61 (d, 3H, C 6-CH 3). 
34a (b): NMR: δ 7.87 (m, IH, N-H), 4.87 (d, IH, C 3H), 3.89 
(q, IH, CgH), 3.0 (s, 3H, NCH-j), 2.30 (s, 3H, S-CH-j), 1.67 
(d, 3H, с 6-сн 3). 
3j$ (e): NMR: δ 7.80 (m, IH, N-H), 3.94 (br.s, 2H, C ^ ) , 
3.87 (q, IH, CgH), 2.97 (s, 3H, N-CH3), 1.53 (d, 3H, CgCH^; 
massaspektrum: m/e 142 (M ). 
3,S-dïmethyIhydantoîne (40) 
Aan een oplossing van 326 mg (1 mmol) 27b in 25 ml 
isopropanol werd 210 mg (3 mmol) NaSCH3 toegevoegd. Na 3 
uur roeren bij kamertemperatuur werd het oplosmiddel ver-
wijderd. Kolomchromatografie van het residu op kieselgel 
(Merck 60) met 2% EtOH/CH2Cl2 gaf 105 mg (70%) van ver-
binding £0. NMR: δ 6.87 (m, IH, N-H), 4.10 (doublet van 
een quartet", IH, C 5-H), 3.0 (s, 3Η, N-CH3), 1.47 (d, ЗН, 
С 5-СН 3); massaspektrum: m/e 128 (М
+). 
1-теthyl-3-methoxy-6-methyleen-2, б-агохорърегазгпе (4la) 
Aan een oplossing van 234 mg (1 mmol) 2_4a in 100 ml 
methanol werd 112 mg (1 mmol) kalium t-butoxide toegevoegd. 
Vervolgens werd bij kamertemperatuur gedurende 1 nacht ge­
roerd. Het reaktiemengsel werd met behulp van ammonium-
chloride geneutraliseerd. Na afdampen van het oplosmiddel 
en toevoegen van dichloormethaan werd het reaktiemengsel 
gefiltreerd en ingedampt. Volgens TLC (8% MeOH/CH.Cl,) en 
H-NMR was het produkt hoofdzakelijk een mengsel van 4la 
en benzylalcohol. Het zo verkregen produkt 4la werd zonder 
zuivering ingezet voor de bereiding van 45a. NMR: δ 5.73 
(d, IH, C=CH ), 4.97 (d, IH, C=CH0), 4.83 (d, IH, С,Η), 3.36 
Ot ρ J 
(s, ЗН, ОМе), 3.13 (s, ЗН, NMe). 
*Bij instralen op het N-H proton bleef slechts het quartet 
over. 
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1-me thyl-Z-benzyl-3-methoxy-6-methyleen-2,S-dioxopipera sine 
(ile) 
De synthese van 41c uit 0.5 mmol 24c verloopt analoog 
aan die van 4la. Het produkt werd zonder zuivering ingezet 
voor de bereiding van 45c. NMR: δ 7.13 (m, 5H, 0), 5.60 
(d, IH, C=CH ), 4.70 (d, IH, C=CHQ), 3.30 (s, 3H, CH,0), 
0ί ρ О 
3.23 (m, 2H, 0CH 2), 3.13 (s, 3H, NMe). 
l-tosyloay-3-methyleen-4-methyl-2,S-dioxopiperazine (44) 
De tosylenng van 25a werd uitgevoerd zoals beschreven 
voor de synthese van 27a. Op deze wijze werd 4_4 in een 
kwantitatieve opbrengst verkregen. NMR: δ 8.00-7.21 (AB Spek­
trum, 4H, 0), 5.70 (d, IH, C=CH ), 4.98 (d, IH, C=CHQ), 4.52 
οι ρ 
(s, 2Η, С 6Н 2), 3.20 (s, 3H, NMe), 2.47 (s, 3H, 0CH 3). 
1, 4-dimethy l-3-methoxy-6-methy leen-2, S-dioxopiperaz-ine (45a) 
Verbinding 4la werd opgelost in 6 ml DMF (= dimethyl-
formamide, gedestilleerd en bewaard op moleculaire zeef 
4 A). Aan deze DMF-oplossing werd 790 mg (5 mmol) methyl-
jodide (geëlueerd over Aluminium Oxide Neutraal) en 475 
mg (5 mmol) kaliumcarbonaat (gedroogd bij 200oC) toegevoegd. 
Het reaktiemengsel werd gedurende 2 dagen bij kamertempe-
ratuur geroerd, vervolgens ingedampt (1 mm Hg, Τ = 40oC) en 
na toevoeging van dichloormethaan gewassen met water. 
Na drogen op natnumsulfaat, filtreren en afdampen van het 
oplosmiddel werd verbinding 45a verkregen. Volgens TLC (6% 
MeOH/CH-Cl,) en 1H-NMR bleek 41a volledig gemethyleerd te 
zijn. Het zo verkregen reaktieprodukt 45a werd zonder zui­
vering ingezet voor de bereiding van 43a. NMR: δ 5.77 (d, 
IH, C=CH ), 4.94 (d, IH, C-CHQ), 4.80 (s, IH, С,H), 3.36 
ut p J 
(s, ЗН, СН 30), 3.17 (s, ЗН, N 1Me), 3.03 (s, 3Η, N 4Me). 
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1yé-dimethyl-S-benzyl-3-methoxy-6-methyte en-2,S-dioxo— 
p-iperazine (45c) 
Verbinding 41c werd behandeld zoals beschreven voor 
de bereiding van 45a. Volgens TLC (3% MeOH/CH2Cl2) en 
1 
H-NMR bleek dat de methylenng volledig was verlopen. 
NMR: δ 7.50-6.90 (m, 5H, 0), 5.40 (d, IH, C=CH ), 4.47 (d, 
IH, C=CHß), 3.20 (s, ЗН, СН 30), 3.13 (s, ЗН, NjMe), 3.0 (s, 
3Η, N4Me). 
1,4, в—trime thy 1-3 , 6-epidi. thio-2, S-dioxopiperazine (43a) 
Verbinding 45a werd zonder zuivering vooraf gebruikt 
voor de bereiding van de dimerkapto verbinding 42a zoals 
beschreven in hoofdstuk 2; namelijk door behandeling met 
vloeibare H.S in aanwezigheid van ZnCl2 als katalysator. 
NMR: 5.30 (s, IHfCjH), 3.13 (s, ЗН, Ν,Me), 3.10 (s, ЗН, 
N 4Me), 2.0 (s, ЗН, CgMe). 
Oxidatie van het dithiol tot het overeenkomstige disulfide 
43a werd uitgevoerd met I2/pyridine m CH2C12 (hoofdstuk 2). 
Het reaktieprodukt werd gezuiverd door middel van kolom-
chromatografie op 30 g kieselgel H (Merck 60) met 2% MeOH/ 
CH2C12 als eluens, onder een druk van ongeveer 10 cm Hg. 
Op deze wijze werd 100 mg (46%, berekend op 24a) van de 
op TLC (3% MeOH/CH2Cl2) AgNO, positieve en homogene ver­
binding 43a verkregen. IR (СНСЦ) : 1694 cm"1 (CO) ; NMR: 
6 5.33 (s, IH, C3H) , 3.13 (s, ЗН, N^e) , 3.06 (s, ЗН, N4Me) , 
2.0 (s, ЗН, CgMe); massaspektrum: m/e 218 (M+). 
1,4,6—trime thyl-3-benzy1-3,e-epithio-2,S-dioxopiperazine (46) 
Het ruwe reaktieprodukt 45c werd op dezelfde wijze be­
handeld als 4^3. Met behulp van TLC (2% MeOH/CH2Cl2) en
 1H-NMR 
werd aangetoond dat reeds na de H^S/ZnCl, reaktie het 
monosulfide als hoofdprodukt was gevormd. In overeenstemming 
hiermee werd bij de oxidatie met I_/pyridine slechts weinig 
1- opgenomen. Het reaktieprodukt werd gezuiverd door middel 
van kolomchromatografie op 35 g kieselgel H (Merck 60) met 
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1% MeOH/CH2Cl2 als eluens onder een druk van ongeveer 10 
cm Hg. Op deze wijze werd 30 mg (22%, berekend op 24c) van 
de op TLC (2% MeOH/CH Cl2) AgNO, positieve en homogene 
verbinding 46 verkregen. IR (СНСЦ) : 1710 cm"1 (CO) ; NMR 
δ 7.33 (m, 5H, 0), 3.83 (d, J = 13 Hz, IH, 0CH
a
), 3.33 (d, 
J = 13 Hz, IH, 0CHß), 3.0 (s, 3Η, N 1Me), 2.87 (s, 3Η, N 4Me), 
1.83 (s, ЗН, С,Me)· massaspektrum: m/e 276 (M ) ü 
8.9. REFERENTIES 
1. R.J. Suhadolnik en R.G. Chenoweth, J. Am. Chem. Soc. 
80, 4391 (1958) . 
2. J.A. Winstead en R.J. Suhadolnik, J. Am. Chem. Soc. 
82, 1644 (1960). 
3. N. Johns en G.W. Kirby, Chem. Commun. 1971, 163. 
4. N. Neuss, L.D. Boeck, D.R. Brannon, J.C. Cime, D.C. 
DeLong, M. Gorman, L.L. Huckstep, D.H. Lively, J. Mabe, 
M.M. Marsh, B.B. Molloy, R. Nagara^an, J.D. Nelson en 
W.M. Stark, Antimicrob. Agents Chemother. 1968, 213. 
5. N. Neuss, R. Nagara^an, B.B. Molloy en L.L. Huckstep, 
Tetr. Letters 1968, 4467. 
6. P.A. Miller, P.W. Trown, W. Fulmar, G.O. Morton en J. 
Karliner, Biochem. Biophys. Res. Commun. 33.' 219 (1968). 
7. M.S. Ali, J.S. Shannon en A. Taylor, J. Chem. Soc. 1968, 
2044. 
8. D.R. Brannon, J.A. Mabe, B.B. Molloy en W.A. Day, 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 4_3, 588 (1971). 
9. G.W. Kirby en D.J. Robins, Chem. Commun. 1976, 354. 
10. P.G. Sammes in: "Progress in the Chemistry of Organic 
Natural Products", W. Herz, H. Grisebach en G.W. Kirby, 
eds., Springer Verlag, Vol. 32. (1975), p. 93. 
11. J.A. Marshall, T.F. Schlaf en J.G. Csernanski, Synth. 
Commun. ^, 237 (1975). 
12. P.J. Machm en P.G. Sammes, J. Chem. Soc. Perkm I, 
1974, 698. 
160 
13. Voor overzichtsartikelen zie: 
a. ref. 10 
b. J.H. Weisburger en E.K. Weisburger, Pharmacol. Rev. 
25, 1 (1973) . 
c. H. Maehr, Pure Appi. Chem. 28, 603 (1971). 
d. J.B. Bapat, D.St.С. Black en R.F.C. Brown in: "Advances 
in Heterocyclic Chemistry", A.R. Katntzky en A.J. 
Boulton, Eds., Academic Press, Vol. П) (1969), p. 199. 
e. J.B. Neilands, Science 156, 1443 (1967). 
14. T. Kolasa en A. Chimiak, Tetrahedron 3£, 3591 (1974). 
15. A.H. Cook en C.A. Slater, J. Chem. Soc. 1956, 4130. 
16. A. Chimiak, Rocz. Chem. 4^ 2, 225 (1968). 
17. L. Neelakantan en W.H. Härtung, J. Org. Chem. 23, 964 
(1958) . 
18. T. La Noce, E. Bellasio en E. Testa, Ann. Chim. (Rome) 
58, 393 (1968). 
19. E. Buehler en G.B. Brown, J. Org. Chem. У2, 265 (1967). 
20. T. Polonski en A. Chimiak, J. Org. Chem. 41_, 2092 (1976). 
21. A. Ahmad, Bull. Chem. Soc. Japan 47, 1819 (1974). 
22. B.L. Moller, I.J. McFarlane en E.E. Conn, Acta Chim. 
Scand. В31, 343 (1977). 
23. J.C. Shivers en C.R. Hauser, J. Am. Chem. Soc. 69^ , 1264 
(1947) . 
24. Y. Kikugawa en M. Kawase, Chem. Letters 1977, 1279. 
25. C F . Lane, Aldnchimica Acta 6, 51 (1973). 
26. C. Shin, M. Hayakawa, T. Suzuki, A. Ohtsuka en J. 
Yoshimura, Bull. Chem. Soc. Japan 51_, 550 (1978) . 
27. H.C.J. Ottenheijm en J.H.M. de Man, Synthesis 1975, 163. 
28. Ongepubliceerde resultaten; zie ook schema 7.6 in hoofd­
stuk 7. 
29. T. Kolasa en A. Chimiak, Tetrahedron УЗ, 3285 (1977). 
30. A.I. Vogel, "Practical Orcranic Chemistry", Longmans, 
Londen, derde editie, 1955, p. 1062. 
31. J.C. Sheenan en I. Lengyel, J. Org. Chem. jn, 4244 (1966). 
32. H.E. Baumgarten, J.F. Fuerholzer, R.D. Clark en R.D. 
Thompson, J. Am. Chem. Soc. 8¿, 3303 (1963). 
161 
33. G.W. Stacy, R.I. Day en R.J. Morath, J. Am. Chem. Soc. 
77, 3869 (1955) . 
34. G.M. Strunz en M. Kakushima, Experientia 30, 719 (1974). 
35. T. Fukuyama, S. Nakatsuka en У. Kishi, Tetr. Letters 
1976, 3393. 
36. C. Shin, N. Katsumi, A. Eiichi, J. Yoshimura, Bull. 
Chem. Soc. Japan 47, 3109 (1974). 
37. H.P.H. Scholten, ongepubliceerde resultaten (1979). 
38. Handbook of Biochemistry, H.A. Sober, Ed., The Chemical 
Rubber Co., second edition (1970), p. B50. 
39. E. Gross, J.L. Morell en L.C. Craig, Proc. Natl. Acad. 
Sci. (USA) 6^ 2, 953 (1969) . 
40. Y. Kishi, Pure Appi. Chem. 43, 423 (1975). 
41. B. Zeeh en H. Metzger in: "Methoden der Organische 
Chemie" (Houben-Weyl), E. Müller, Ed., George Thieme 
Verlag, Stuttgart, deel 10/1, 1971, p. 1192. 
42. G. Ponzio, Gazetta Chim. Ital. 55, 311 (1925). 
43. J. Parrod, Bull. Soc. Chim. France 14, 109 (1947). 
162 
S A M E N V A T T I N G 
Di t p r o e f s c h r i f t h a n d e l t over de s y n t h e s e en a n t i r e v e r -
se t r a n s c r i p t a s e a k t i v i t e i t van g l i o t o x i n e a n a l o g a . In 
hoofdstuk 1 i s een k o r t l i t e r a t u u r o v e r z i c h t gegeven over i n 
de na tuu r voorkomende e p i p o l y t h i o d i o x o p i p e r a z i n e s en over 
e e r d e r e pogingen om v e r b i n d i n g e n , d i e t o t deze k l a s s e beho-
r e n , op een chemische wi j ze t e s y n t h e t i s e r e n . 
Hoofdstuk 2 i s gewijd aan een nieuwe e f f i c i ë n t e s y n t h e s e 
van g l i o t o x i n e a n a l o g a . De a d d i t i e van een a - k e t o z u u r c h l o r i d e 
2 aan een i ndo l en ine -2 -ca rbonamide 1, gaf , na een s p o n t a n e , 
S.1 Me 
-Me RjCOCOCl, 
S^ríP ±-Y 
NHR, 
10 n=2 
^N^Y0 Zna2 
R^SH 
а. 
а ^ = СНз,Р2=СНз d R1=iC3H7,R2=CH3 
b.R1 = C2H5,R2=CH3 e.R1=C6H5,R2=CH3 
с R1 = nC3H7,R2=CH3 \_ ^ZY^Z^^ZW^ 
:н2 
5 X=a 7X=SH 
5х=он 
a R l =CH3.R 2 = C 6 H 5 
h R I = C H 2 C 6 H 5 J R 2 = C 6 H 5 
diastereoselektieve ringsluiting het 3,6-digefunktionali-
seerde dioxopiperazine £ (schema S.l). Verbinding 4a werd 
door behandeling met H2S omgezet in het merkaptoalkeen la.. 
Een regiospecifieke en diastereoselektieve additie van H-S 
aan de еяо-methyleen groep gaf het dithiol 8a. Een onder­
steuning voor de ais-konfiguratie van 8a werd verkregen uit 
een H-NMR studie; de uitwisselingssnelheid van de twee 
merkapto protonen bleek afhankelijk van de temperatuur doch 
onafhankelijk van de koncentratie te zijn. Verondersteld 
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wordt dat de door ZnCl- gekatalyseerde H_S-additie aan 7_a. 
verloopt via het chelaat intermediair _13_. Deze veronderstel­
ling wordt ondersteund door een rontgen struktuuranalyse van 
7a : in deze verbinding heeft de dioxopiperazine ring een uit­
gesproken boot konformatie. Het gliotoxine analogon П)а kon 
worden verkregen uit 8a door oxidatie 
met 1- in aanwezigheid van pyridine 
onder watervrije omstandigheden (81% 
opbrengst, uit 1). Reaktie van 8a 
met SCI- of S-Cl- gaf respektieve-
113k het tri- en tetrasulfide 11a 
en 12a; het monosulfide 9a ontstond 
door behandeling van 10a met (С^Н-),?. 
Gevonden werd dat de gliotoxine analoga 9a-12a effek-
tieve remmers zijn van het RNA-afhankelijke DNA polymerase 
(reverse transcriptase) van RNA tumor virussen (Moloney 
muize leukemie virus, hoofdstuk 3). De verbindingen 10a-l2a 
onderdrukken tevens de cel transformatie van muize cellen, 
veroorzaakt door infektie met Moloney muize sarcoma virus. 
Een opmerkelijke struktuur-aktiviteits relatie werd gevon­
den voor deze gliotoxine analoga. Het tetra- en trisulfide 
bleken het reverse transcriptase effektiever te remmen dan 
het disulfide, dat op zijn beurt aktiever was dan het mono­
sulfide. De inhibitie van het reverse transcriptase kon niet 
worden toegeschreven aan chelaatvorming met de noodzakelijke 
2+ 2+ 
kofaktoren,Mn of Zn ; 12a behield zijn remmend effekt 
2+ 2 + bij supra-optimale Mn en Zn koncentraties. Het vermogen 
van de gliotoxine analoga om de DNA synthese te remmen ging 
echter verloren in aanwezigheid van een overmaat van redu­
cerende agentia, zoals dithiothreitol. Dit doet vermoeden 
dat een intakte polysulfidebrug noodzakelijk is voor de rem­
ming van het reverse transcriptase. 
Voor een studie naar de aard der interaktie tussen de 
gliotoxine analoga en het RNA virus, werd een H-gemerkt 
disulfide 10a gesynthetiseerd. De vorming van een kovalente 
band tussen dit effektor molekuul en het reverse transcrip-
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tase kon noch worden aangetoond noch worden uitgesloten. 
Wel werd met een gel elektroforse experiment onomstotelijk 
vastgesteld dat er een dergelijke band wordt gevormd tussen 
10a en het strukturele virus eiwit p30. Het is bekend dat 
komplexatie van dit eiwit met het reverse transcriptase een 
synergistisch effekt heeft op de DNA synthese. 
De bovenstaande waarnemingen en een röntgen struktuur-
analyse van 10a, waaruit blijkt dat m het disulfide over-
brugde ringsysteem zowel ring- als torsiespanning aanwezig 
is, doen vermoeden dat de vorming van een kovalente band 
berust op een disulfide-thiol uitwisselingsreaktie. Met de 
eerder genoemde en enkele in de hoofdstukken 4 en 5 vermelde 
gegevens werd een schematisch model voor het werkingsme-
chanisme van de gliotoxine analoga gepostuleerd. 
Het reaktieschema dat werd ontwikkeld voor de synthese 
van het gliotoxine analogon 10a, bleek zeer goed bruikbaar 
voor de bereiding van analoga die op N(l) of C(2) andere 
substituenten dragen (hoofdstuk 4). Met behulp van deze metho-
de konden de analoga 10b-h in matige tot goede opbrengsten 
worden verkregen. 
De remmende werking van de analoga \Q_ op het reverse 
transcriptase vertoonde een zekere overeenkomst met de ver-
andering in lipofiliteit: de meest lipofiele verbinding is 
de sterkste remmer. Voor de bepaling der relatieve lipofili-
teit werden zowel omgekeerde fase dunne laag chromatografie 
als omgekeerde fase hoge druk vloeistof chromatografie ge-
bruikt: beide technieken gaven analoge resultaten. 
In hoofdstuk S is een eenvoudige en efficiënte methode 
beschreven voor de resolutie van racemische epidithiodioxo-
piperazmes, die berust op de vorming van kovalent-gebonden 
diastereomeren. Reaktie van het dithiol 8a, bereid uit 10a 
door reduktie met NaBH., met het disulfenylchloride ^4 gaf 
15 en \^ (schema S.2), die werden gescheiden met behulp van 
korte kolom chromatografie op kiezelgel. De optisch zuivere 
enantiomeren 1_7 en 1_8 werden respektievelijk verkregen door 
reduktie van 1_5 en 1_6 met NaBH., gevolgd door reoxidatie 
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met I 9 - p y r i d i n e . 
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Gevonden werd dat de beide enantiomeren 1_7^  e n U. 
dezelfde antireverse transcriptase aktiviteit bezitten. Dit 
op zichzelf merkwaardige verschijnsel impliceert, dat er ge 
relatie bestaat tussen deze biologische aktiviteit van epi-
dithiodioxopiperazines en de konfiguratie van hun brugge-
hoofd koolstofatomen. 
Een röntgen struktuuranalyse van 10a toont een uitge-
sproken boot konformatie van de dioxopiperazine ring, die 
in stand wordt gehouden door de aanwezigneid van de disul-
fide brug. Bovendien bezit dit disulfide gedeelte een aan-
zienlijke torsiespanning. Deze konformatie- en torsiespanni 
zullen ongetwijfeld het gemak waarmee de S-S band verbro-
ken wordt, vergroten. Een mogelijke relatie tussen deze 
eigenschap en de biologische aktiviteit van 10a wordt bedis 
kussieerd (zie ook hoofdstuk 3). 
Hoofdstuk $ beschrijft een onderzoek naar het stereo-
chemisch verloop van de partiële ontzwavelmgsreaktie van 
het epidithiodioxopiperazine 1_8 met (СЛЦ)-,? (schema S.3). 
Met behulp van een röntgen struktuuranalyse van ^^ 9 werd 
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aangetoond dat deze reaktie verloopt met inversie van kon-
figuratie aan de beide bruggehoofd koolstofatomen. Tevens 
S 3 Me Me Me 
( c e H 5 ) j P -Me 
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 V 0 
О 2 
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-Me 
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is een nieuwe methode beschreven voor de bepaling der rela­
tieve konfiguraties van epi (poly) thiodioxopiperazmes . Deze 
methode berust op H-NMR Spektroskopie in aanwezigheid van 
een chiraal shift reagens. Met behulp van deze techniek 
en röntgen diffraktie werd aangetoond, dat de CD kurven van 
de gliotoxine analoga 18-21 korreleren met de konfiguraties 
aan de bruggehoofd koolstofatomen. Zij zi^n dus een goed 
kritenum voor de bepaling van de absolute konfiguraties. 
Uitgaande van het bekende stereochemisch verloop van 
de ontzwavelingsreaktie wordt een mechanisme voorgesteld, 
waarin het fosfine regiospecifiek aanvalt op het 0-zwavel-
atoom en het verkregen produkt epimenseert aan koolstof-
atoom С via de thiocarbonyl intermediairen 22 en 23 
у а 
(schema S.4). 
s« 
Me S 
,8 -^SÄ 
Me — 
In hoofdstuk 7 is bestudeerd in hoeverre didehydro-
cyclodipe^tiden 2Ь_ (schema S.5), met behulp van vloeibare 
H_S en ZnClj, om te zetten zijn in epidithiodioxopiperazines. 
Gevonden werd dat α-additie van H^S aan een exo-methyleen 
band (R" = H) mogelijk is. Geen additie werd echter waarge­
nomen wanneer de dubbele band gekonjugeerd is met een ben­
zeen ring (R = CgHs) of deel uitmaakt van een aromatisch 
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s y s t e e m (R-R' = m d o o l ) . V e r b i n d i n g 24 (R = R" = H, R' = Me) 
S 5 Rv^ 
24 S \ D " trans 25 cis 
" l - h 
Me Me 
ι s | ι
 s ^ s | 
26 Me 27 Me 
werd met behulp van deze methode, gevolgd door behandeling 
met 1-, omgezet m een mengsel van de epithiodioxopiperazi-
nes 26_ en 2_7 in een verhouding van respektievelijk 85:15. 
Verondersteld wordt/ dat 26_ direkt ontstaat uit een inter­
mediair trans-dithiol 25 door een Sn2-reaktie van een der 
thiol funkties op het andere te vormen bruggehoofd kool­
stofatoom; het öts-dithiol kan een dergelijke reaktie niet 
ondergaan en zal met 1« worden geoxideerd tot het disulfide 27. 
Het laatste hoofdstuk {hoofdstuk 8) van dit proef-
schrift is gewijd aan een biomimetische benadering voor de 
synthese van epidithiodioxopiperazines. Gepostuleerd is, 
dat in de biosynthese van deze verbindingen,dioxopiperazines 
worden geoxideerd tot de overeenkomstige di-N-hydroxy ver-
bindingen 2_8 (schema S.6). Uit deze prekursers zouden acyl-
S6 
>J > ^ • N' 
2Θ ' 2S ' 30 ' 
iminium ionen van het type 29^  kunnen worden gevormd, die ver­
volgens worden omgezet in de epidithiodioxopiperazines 30. 
Wij hebben getracht deze hypothese te ondersteunen door een 
studie naar de omzetting van de beschermde mono-N-hydroxy 
derivaten 3_1 en 3_2. m С (6)-gefunktionaliseerde dioxopiper-
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azines (schema S.7). 
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Een nieuwe methode werd ontwikkeld voor de synthese van 
N-benzyloxy-aminozure amiden 39^ . Deze verbindingen konden 
door acylering met pyrodruivezuurchloride worden omgezet in 
31 ; reduktie en tosylering van 2i l 3 a f 21· Gevonden werd dat 
de gemakkelijk toegankelijke oximen 3_5 m e t pyridine.BH- of 
(Me)3N.BH, efficiënt kunnen worden gereduceerd tot 39. 
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33 Р'=СН2С6Н5 , X = OEt 32 3« R'=H , XrOEt 28 
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Р=Н,СНз,С2Н5ііСзН7,СН25СНз,С6Н5,СН2СеН5 
Om het toepassingsgebied van deze methode te bepalen, wer­
den ook de oximen З^ З' 3_4 en 36^  aan deze reducerende agentia 
onderworpen. Uit bijna alle onderzochte oximen werden op 
deze wijze kwantitatief de overeenkomstige N-hydroxy-amino-
zuur derivaten 3_7, 3j3 en ^0 verkregen (schema S.8). 
In eerste instantie werd getracht Ъ2_ om te zetten in 
een С (6)-gefunktionaliseerde dioxopiperazine 4_1_ of £2. Be-
handeling van 32^  met Bu OK in MeOH gaf inderdaad het ge-
wenste produkt 4_1 (schema S.9). Een direkte invoering van 
een zwavel bevattende substituent kon echter niet goed 
worden gerealiseerd. Reaktie van Ъ2_ met Bu OK en MeSH gaf 
verbinding 4_2 slechts in een onbevredigende opbrengst; uit 
32a werd als hoofdprodukt (74% opbrengst) het gereduceerde 
dioxopiperazine 4_3 verkregen, terwijl 32b hoofdzakelijk 
het hydantoïne 44 gaf (70% opbrengst). Het verschil in re-
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a k t i v i t e i t tussen 32a en 32b i s bediskuss ieerd. 
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De vorming van 4_1 uit 3_2 was de aanzet voor een onder­
zoek naar een efficiënte synthese van zwavel overbrugde dioxo-
piperazines uit N-hydroxy-aminozuur derivaten. Verbinding 
31a kon direkt worden omgezet in 45a, waaruit vervolgens het 
epidithiodioxopiperazine 4j^  kon worden verkregen (schema S.9); 
de totaal opbrengst uitgaande van 31a was 46%. Toepassing van 
deze sequentie van reakties op 45c gaf het hyalodendrine 
analogon AJ_ in 22% opbrengst. Het was niet verrassend dat dit 
monosulfide en niet het overeenkomstige disulfide werd ge-
ïsoleerd; eerder hadden wij gevonden (hoofdstuk 7) dat een 
monosulfide kan ontstaan als het intermediair dithiol een 
trans-konfiguratie heeft. Terugblikkend moeten wij dus aan-
nemen, dat de syntheses van П), 2J7 en £6 mogelijk zijn, om-
dat deze via een cis-dithiol intermediair verlopen en dat de 
vorming van 2j[ en 4J7 berust op het optreden van overeenkom-
stige trar.s-dithiolen: blijkbaar is de vorming van een cis-
of een trane-dithiol, als het hoofdintermediair in de ge-
bruikte methode (vloeibare H.S en ZnCl-), afhankelijk van de 
aard der ringsubstituenten. 
170 
De chemische synthese van epi(di)thiodioxopiperazines 
uit 3_1 ondersteunt de hypothese dat dergelijke verbindingen 
kunnen worden verkregen uit di-N-hydroxy-dioxopiperazines. 
Wij zijn van mening dat N-hydroxy-aminozuren meer aandacht 
verdienen als mogelijke biosynthetische prekursers en als 
chemosynthetische synthons voor een groter aantal.natuur-
produkten. 
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S U M M A R Y 
This thesis deals with the synthesis and antireverse 
transcriptase activity of gliotoxin analogues. In the intro­
ductory chapter a brief literature survey is given of 
naturally occurring epipolythiodioxopiperazines and earlier 
efforts for the synthesis of compounds belonging to this 
class are reviewed. 
Chapter 2 is devoted to a new approach to the preparation 
of epipolythiodioxopiperazines. The addition of a-ketoacyl-
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chlorides 2_ to indolenine-2-carboxamides 1_ (Scheme S.l) 
which is followed by spontaneous, diastereoselective ring 
closure to 3,6-disubstituted dioxopiperazines (2_ •* 4_) , 
provides an efficient, new synthesis of gliotoxin analogues 
Compound 4_a was converted into the mercaptoalkeen la. by 
treatment with Η,Ξ. Regiospecific and diastereoselective 
addition of H-S to the exomethylene group gave dithiol 8a. 
Support for the cis-configuration of 8a was obtained from 
a H-NMR study, which revealed a temperature dependent but 
concentration independent exchange of the two mercapto 
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protons. The zinc-ion catalyzed H2S reaction of 2
a
 is be­
lieved to proceed via the chelate intermediate 1_3. This 
supposition could be supported by an X-ray structure de-
2 
termination of T_a. : in this compound the dioxopiperazine 
ring has a pronounced boat conformation. From 8a. the 
gliotoxin analogue 10a could be 
obtained by oxidation with I 2 in the 
presence of pyridine under anhydrous 
conditions (81% overall yield, from _1) . 
The tri- and tetrasulfides lia and 
12a were obtained from 8a by reaction 
with SCI- and S-Cl,, respectively; 
the monosulfide 9a was obtained from 
10a by treatment with (α,Η,-).,?. 
D Э J 
The gliotoxin analogues 9a-12a were found to inhibit 
the RNA-directed DNA polymerase (reverse transcriptase) 
activity associated with RNA tumor viruses (Moloney murine 
leukemia virus. Chapter 3). The compounds 10a-12a also 
suppressed the transformation of normal mouse (MO) cells 
by Moloney murine sarcoma virus. The antireverse trans­
criptase activity depended on the number of sulfur atoms 
in the epipolythiodioxopiperazine ring in as far as the 
tetra- and trisulfides proved more inhibitory than the di­
sulfide which, in turn, proved more inhibitory than the 
monosulfide. Inhibition of the reverse transcriptase reaction 
by the gliotoxin analogues could not be attributed to 
2+ 2+ 
chelation of Mn or Zn , the necessary cofactors, since 2+ 12a retained his inhibitory effect at supra-optimal Mn 
2+ 
and Zn concentrations. However, the ability of the gliotoxin 
analogue 12a to inhibit the reverse transcriptase reaction 
was abolished in the presence, of a large excess of reducing 
agents such as dithiothreitol. It would appear, therefore, 
that the antireverse transcriptase activity of the gliotoxin 
analogues directly depends on the intact di-, tri- or 
tetrasulfide bridge in the dioxopiperazine moiety. 
A Η-labeled gliotoxin analogue 10a was prepared in 
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order to study a possible bonding between this compound and 
special components of the RNA virus. Formation of a covalent 
bond between this effector molecule and reverse trans­
criptase could neither be shown, nor excluded. However, a 
gel electrophoresis experiment revealed formation of a co­
valent bond between 10a and the viral-specific protein p30 
of murine leukemia virus. It is known that this protein 
forms a twelve to one complex with reverse transcriptase 
with enhanced enzymic activity. 
From the above observations and an X-ray analysis of 
10a, which revealed ring and torsional strain in the di­
sulfide bridged ring system, one is tempted to speculate 
that formation of this covalent bond is due to a disulfide-
thiol interchange reaction. Λ possible mechanism of action 
is postulated for the inhibition of reverse transcriptase, 
which takes into account our findings as discussed so far, 
as well as data given in chapters 4 and 5. Its essentials 
are an interaction with p30 through a disulfide-thiol ex­
change followed by an allosteric transformation of the 
complexed reverse transcriptase. 
The reaction scheme, developed for the synthesis of 
the gliotoxin analogue 10a, was found to be of general 
applicability for analogues with varying substituents at 
4 
N(l) and C(2) {chapter 4) . By this method the analogues 
IQb-h could be prepared in fair to good yields. 
The inhibitory activity of these disulfides 1_0 seems 
to be related to their lipophilicity: the most lipophilic 
compound is the most active inhibitor. The techniques of 
reversed-phase thm-layer chromatography with silylated, 
precoated plates as well as reversed-phase high-performance 
liquid chromatography were used to measure the relative 
lipophilicities: both techniques gave analogous results. 
In chapter 5 a novel and efficient method for the 
chemical resolution of epidithiodioxopiperazines is reported, 
which is based upon formation of covalent-bonded dia-
5 6 
stereomers ' . Dithiol 8a, prepared from 10a by reduction 
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with NaBH./ was allowed to react with the disulfenyl 
chloride 1_4 to yield ^5 and 16^ (scheme S.2), which were 
separated by short-column chromatography on silica gel. 
The optically pure enantiomers 1_7 and _18 were obtained by 
reduction of 1_5 and 1^ 6, respectively, with NaBHw followed 
by reoxidation with I2-pyridine. 
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Surprisingly, both enantiomers were found to inhibit 
reverse transcriptase to the same degree, indicating that 
there is no relation between this property of epidithio-
dioxopiperazines and their bridgehead configurations. 
From an X-ray crystal structure determination of 
compound 10a (i.e. 1/7 + Ij^ ) it can be seen that there is 
a considerable torsional and conformational strain which 
might enhance the ease of cleavage of the S-S bond. A 
possible relationship between this property and the 
biological activity of 10a is discussed (see also ahapter 3). 
In ahapter 6 a study of the stereochemical course of 
the desulfurization reaction of the epidithiodioxopiperazine 
18 with (α,Η-)..? has been described . The resulting mono-
о -> J 
sulfide 19_ has inverted chirality at the bridgehead carbon 
о 
atoms, as has been established by X-ray analysis . In 
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addition, a novel method is described for the determination 
of relative configurations of epi(poly)thiodioxopiperazines. 
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It is based upon ^H-NMR spectroscopy in the presence of a 
chiral shift reagent. As the sign of the CD curves of ld_ 
and 1_9^  and the corresponding tri- and tetrasulfides 20_ and 
21 correlates with the configuration of the bridgehead 
carbon atoms, it is, at least for these epi(poly)thiodioxo­
piperazines, a good criterion for their absolute configura­
tion. 
Starting from the known stereochemical course, a 
mechanism for the desulfurization is proposed,in which the 
phosphine attacks regiospecifically sulfur atom 0 of 
compound Ijïy and the resulting product undergoes epimeriza-
tion of carbon atom Cq through thiocarbonyl intermediates 
22 and 23 (scheme S.4). 
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In chapter 7 conversion of didehydrocyclodipeptides 2_4 
(scheme S.5) into epidithiodioxopiperazines by treatment 
with liquid H-S and ZnCl- has been studied. It was found 
that a~addition of H^S occurs with compounds having an 
exo-methylene function (R" = H). However, when the double 
bond is conjugated with a benzene ring (R = CglU) or is part 
of an aromatic system (R-R' = indole) no reaction was ob­
served. Compound 24 (R = R" = H, R' = Me) was converted 
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by this method and subsequent treatment with I- into a 
mixture of the epithiodioxopiperazines 2_6 and 2_7 in a ratio 
of 85:15, respectively. It is proposed, that 26^ is formed 
directly from an intermediate trans-dithiol 2_5; intramolecular 
2 
Sn -displacement of a mercapto-group by the other one gives 
the monosulfide. Disulfide 2^7 might have been formed by 
oxidation of the presumably stable cis-dithiol. 
The last chapter (chapter 8) of this thesis is devoted 
to a biomimetic approach to the synthesis of epidithiodioxo-
piperazines 30_. It is postulated that in their biosynthesis 
dioxopiperazmes are oxidized to the corresponding di-N-
hydroxy compounds 28 (scheme S.6). From these precursors 
56 
& CT^Y' "-OH Cr^fGT 0' 
2 ' 29 ' 30 
acylimimum ions of type 2_9 might be formed, which sub-
sequently might be converted into the epidithiodioxo-
piperazines ^0. We have tried to support this hypothesis 
by a study of the conversion of the protected mono-N-
hydroxy derivatives 3± and _32. into С (6) functionalized 
dioxopiperazmes (scheme S.7). 
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For the preparation of the compounds 3_1 and 3_2 we 
developed a new method for the synthesis of N-benzyloxy-
amino acid amides 3_9, which can be converted into 3_1 by 
acylation with pyruvoylchloride, whereas reduction and 
tosylation of 3_1 yield 3_2. It was found that the easily 
accessible oxims ЪЪ_ could be reduced efficiently with 
pyridin.BH3 or (Ме),Ы.ВН., (scheme S.8). To extend the scope 
S.8 R" R" 
ι > ι 
R 0 \ ^.c\ ^ 0 amine.BH3 ^ RO ^СН ^0 
ι Η 1 
X X 
33 R^CtyCgHs , X = OEt 32 
34 R'^ H , X=OEt 36 
35 R'=CH2C6H5 , X = NHMe 39 
36 R'=H , X=NHMe АО 
R = H , C H 3 , C 2 H 5 , I C 3 H 7 J C H 2 S C H 3 , C 6 H 5 , C H 2 C 6 H 5 
of this method, the oxims 3_3f 3_4 a n (^ ¿£ were also subjected 
to these reducing agents. Nearly all of them yielded 
quantitatively the corresponding N-hydroxy-amino acid 
g 
derivatives 37^ _38 and 4_0 . 
At first, it was tried to convert 3_2 into the C(6)-
functionalized dioxopiperazmes 4^ or 4_2. Treatment of 3_2 
with Bu OK in MeOH gave indeed the desired product 4_1 
(scheme S.9). Direct introduction of a sulfur-containing 
substituent could not well be realised, however. Reaction 
of ^2 with Bu OK and MeSH did not give compound 4_2 in 
an adequate yield; from 32a the reduced dioxopiperazine 4_3 
was obtained as the main product (74% yield), while 32b 
gave mainly the hydantoïne £4 (70% yield). The difference 
of reactivity between 32a and 32b has been discussed. 
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S.9 R^ Χ 
Me 43 Me 
41 X=OMe Me 
42 X=SMe _ / ^ ^ 0 
32b М е 5 - H ^ 
-N
> 0 ^ 44 Me 
R 
HIS' ^ i ^ - " , W J . , ••"V 
^ - M e 
R^ ^OMe 
, 0 Ме^ 
3, ButQK , П » Mel ^ , Γ (S)n 
- MeOH A N ^ 2 Η,έ / ZnCl2 A / ι 
Π
 e 3 ) І 2
 O " 4 ^ ' 
CH2 Me 
45a R=H 46^=4,11=2 
45c R=CH2C6H5 47 R=CH2C6H5,n = 1 
The formation of 4_1 from 32^  was the impetus to a search 
for an efficient synthesis of sulfur bridged dioxopiperazines 
from N-hydroxy-amino acid derivatives· Compound 31a could be 
converted directly into 45a, which was subsequently converted 
into the epidithiodioxopiperazine 4_6 as depicted in scheme 
S.9; the overall yield starting from 31a was 46%. This se­
quence of reactions applied to 4_5c provided the hyalodendrin 
analogue 4J7 in 22% yield. It was not surprising to isolate 
this monosulfide and not the corresponding disulfide, as we 
had found earlier {chapter 7) that the former might be formed 
when the intermediate dithiol has ¿raws-configuration. 
In retrospect, we suppose that the disulfides 1_0, 2_7 and 4_6 
are formed via a cis-dithiol intermediate and 2_6 and 4J7 
from the corresponding trans-dithiols. Apparently, the 
formation of a ais- or trans-dithiol as the main intermediate 
in the method used (liquid H2S and ZnCl^ ,) depends on the 
nature of the ring substituents. 
The chemical synthesis of epi(di)thiodioxopiperazines 
from 3_1 supports the hypothesis that the same kind of 
compounds might be obtained from di-N-hydroxy-dioxopiperazines. 
We feel that N-hydroxy-amino acids deserve further attention 
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both as biosynthetic precursors and as chemosynthetic syn-
thons for a wider range of natural products. 
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1. ΠΡ veronderstelling dat snellere racenisatie van 
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Kyleprde peptiden door CM")0/2 berekeninppn worden 
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van de desbetreffende experinenteIe gegevens. 
P. fund en D.F. Veber, J. An. Chen. Soc. 
101, 1Θ85 (1979). 
J.P. McDermott en N.L. Benoiton, Can. J. 
Chem. _51_, 2562 (1973). 
2. Aangezien zowel het door Weinreb als door Barton 
gesynthetiseerde terrelne in alle opzichten (be­
halve het smeltpunt) overeenkomen net natuurlijk 
terreïne, is het opnerkelijk, dat Barton twijfelt 
aan de juistheid van dp door leinreb verkregen 
verbinding. 
D.H.R. Barton en L.A. Hulshof, 
J . C S . Perkin T, 1103 (1977). 
J. Auerbach en S. И. '..einreb, 
J.C.Ξ. Chem. '"опт., 299 (1974). 
3. De verandering in intensiteit van de α- en 
3-banden in het absorptie spektrum van een ferro-
heenpeptide van cytochroom с hij komplexatie 
met een non - heempeptι de, wordt dnor Wilgus et.al. 
ten onrechte toegeschreven aan ligandering van 
het zwavel atoom van nethionine Θ0 net het ijzer 
atoom van het heempeptide. 
H. Wilgus, J.S. Ranweiler, D.S. Wilson 
en E. Stellwagen, J. Diol. Chen. 253, 
3265 (197Θ) . 
4. De methode van Givens, Dlsen en Vylie voor de 
synthese van L^'^Jcyclophonen is nodeloos om­
slachtig. 
R.S. Givens , R . J, 
J. Org. Chem. 44, 
Olsen en P.L. Wylie, 
1608 (1G7S) . 
5. Bij de bestudering van de ketoacydose is de aan­
name van Barnes et.al. dat glucagonvrij plasna 
ook glycogeno1 y se-vrij is voorbarig. 
A.J. Barnes, S.R. Bloom, К . G . 1. "I. Alberti, 
P. Smythe, P.P. Alford en D.J. Chrisholm, 
N. Engl. J. Hed. 296, 1250 (1977). 
6. Wanneer men hst op prijs stelt dat een artikel 
gelezen wordt, is het beter het eennalig te publi­
ceren in een vermaard tijdschrift dan meerdere 
malen in minder bekende tijdschriften. 
B.L. Meiller, I.J. McFarlane en t.E. Conn, 
Acta Chem. Scand. E 3J_, 343 (1^77). 
B.K. іЧаІік en I.J. M CFarlane, Indian J. 
Chem. 16B, 76 (197В]. 
7. Тег stimulering van het gebruik van openbaar ver­
voer valt het aanbrengen van een extra toegang 
tot het terrein van de Faculteit der Wiskunde en 
Natuurwetenschappen ter hoogte van de bushalte 
te overwegen. 
6. Het is te betreuren dat een "preliminary 
communication" vaak niet gevolgd wordt door 
een "full paper". 
9. Gelet op de verstaanbaarheid is het beter, om 
voor het uitsprgken van de gebeden tijdens 
een promotieplechtigheid, de nederlandse taal 
te hanteren. 
10. Gezien de toenemende voorkeur voor borstvoe­
ding, zou het wenselijk zijn meer vaart te maken 
met het onderzoek naar de ontwikkeling van een 
"pil" voor mannen. 
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